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EINLEITUNG  1 
1.  EINLEITUNG 
 
1.1.   Klassifizierung, Krankheitsbilder und Bedeutung der Caliciviren 
 
Die Familie Caliciviridae wird laut dem International Committee on Taxonomy 
of Viruses (ICTV) momentan in die vier Gattungen Norovirus, Sapovirus, Lagovirus 
und Vesivirus unterteilt, wobei aber drei weitere Gattungen diskutiert werden (NoV 
Genotyping Tool, L’Homme et al. 2009b, Farkas et al. 2008, Green K.Y. 2007, Oliver 
et al. 2006, Smiley et al. 2002) (Abb. 1). 
 
 
Abbildung 1: Klassifizierung der Caliciviren (basierend auf der Nukleotidsequenz des VP1). 
Phylogenetische Analyse von repräsentativen Calicivirus-Stämmen mit „ClustalX“ und „PAUP“ (neighbour-joining 
tree, bootstrap analysis, 1000 replicates). (schwarz) humane Stämme. (rot) tierische Stämme. (grün) nicht (ein-
deutig) klassifizierte Stämme. (Die „GenBank“-Zugangsnummern der Calicivirus-Stämme sind im Anhang aufge-
führt.) 
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Somit könnten die bovinen Calicivirus-Stämme „Newbury 1“ und „Nebraska 
NB“ eine neue Gattung bilden, für die die Bezeichnungen Becovirus (bovine enteric 
calicivirus) oder Nabovirus (Newbury-agent-like & Nebraska-like) empfohlen wurden. 
Beide Stämme bedingen Durchfall bei Kälbern (Oliver et al. 2006, Smiley et al. 2002). 
Der Rhesusaffen-Calicivirus-Stamm „Tulane“, der aus dem Kot eines nicht erkrank-
ten adulten Tieres isoliert wurde, könnte die neue Gattung Recovirus (rhesus enteric 
calicivirus) darstellen (Farkas et al. 2008). Zudem könnten die porcinen Calicivirus-
Stämme „AB90“ und „AB104“, die wiederum aus dem Kot von nicht erkrankten adul-
ten Tieren isoliert wurden, in die neue Gattung Valovirus (St.-Valérien-like) eingeord-
net werden (L’Homme et al. 2009b) (Abb. 1). 
Die Gattungen Norovirus und Sapovirus beinhalten sowohl humanpathogene 
(humane) als auch tierpathogene (tierische) Viren; die Gattungen Lagovirus, Vesi-
virus, Beco-/Nabovirus, Recovirus und Valovirus umfassen lediglich tierische Viren 
(Abb. 1). 
 
1.1.1.  Noroviren 
1.1.1.1.  Klassifizierung der Noroviren 
  
Die Gattung Norovirus (früher Norwalk-like Virus, NLV) wird gegenwärtig in 
fünf Genogruppen (G), die einen oder mehrere Genotypen beinhalten (GI: 8 Geno-
typen, GII: 22 Genotypen, GIII: 2 Genotypen, GIV: 2 Genotypen, GV: 1 Genotyp), un-
terteilt. Hierbei befinden sich humane Noroviren in den Genogruppen I, II und IV, 
porcine Noroviren in der Genogruppe II, bovine Noroviren in der Genogruppe III, 
feline und canine Noroviren in der Genogruppe IV und murine Noroviren in der 
Genogruppe V. Die Klassifizierung der Noroviren basiert dabei – ebenso wie bei allen 
Caliciviren – auf einem strukturellen Protein, das als großes Kapsidprotein (virion 
protein 1, VP1) bezeichnet und bei den Noroviren durch den ORF2 kodiert wird. Bei 
der Gattung Norovirus werden wiederum weitere Genotypen und Genogruppen dis-
kutiert (NoV Genotyping Tool, Green K.Y. 2007, Zheng et al. 2006) (Abb. 2). 
Der Schaf-Norovirus-Stamm „Norsewood 30“ könnte demnach einen neuen 
Genotyp innerhalb der Genogruppe III bilden (Wolf et al. 2009). Zudem könnte der 
Genotyp II.15, der lediglich entfernt mit der Genogruppe II verwandt ist, künftig als 
Genogruppe VI bezeichnet werden (Phan et al. 2007). Weiterhin könnte der humane 
Norovirus-Stamm „Chiba 040502“ die neue Genogruppe VII darstellen (Phan et al. 
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2007). Darüber hinaus könnten die caninen Norovirus-Stämme „Bari 91“ und „Viseu 
C33“ ebenfalls jeweils eine neue Genogruppe repräsentieren (Mesquita et al. 2010, 
Martella et al. 2009) (Abb. 2). 
Kürzlich konnte der Rhesusaffen-Norovirus-Stamm „FT244“ isoliert werden, 
dessen ORF1 nahe mit der Genogruppe II verwandt ist, dessen ORF2 aber bisher 
nicht untersucht wurde (Farkas et al. 2010b). 
 
 
Abbildung 2: Klassifizierung der Noroviren (basierend auf der Nukleotidsequenz des VP1). 
Phylogenetische Analyse von repräsentativen Norovirus-Stämmen mit „ClustalX“ und „PAUP“ (neighbour-joining 
tree, bootstrap analysis, 1000 replicates). (schwarz) humane Stämme. (rot) tierische Stämme. (grün) nicht (ein-
deutig) klassifizierte Stämme. (Die „GenBank“-Zugangsnummern der Norovirus-Stämme sind im Anhang aufge-
führt.) 
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Eine Besonderheit bilden die Genotypen I.a bis I.f, II.a bis II.m und drei noch 
nicht benannte Genotypen innerhalb der Genogruppe II, die durch die humanen No-
rovirus-Stämme „Goulburn Valley G5175 A“, „771“ und „Kolkata V1737“ repräsentiert 
werden (NoV Genotyping Tool, Nayak et al. 2009, Symes et al. 2007, Waters et al. 
2007). Die Stämme dieser Genotypen besitzen jeweils genotypspezifische nichtstruk-
turelle Proteine (NS) im ORF1, kodieren aber im ORF2 und im ORF3 immer für die 
strukturellen Proteine anderer Genotypen. Die Klassifizierung der Noroviren beruht     
– wie zuvor erwähnt – auf dem VP1, wobei neue Genotypen einer Genogruppe mit 
einer fortlaufenden Nummer benannt werden. Da die oben aufgeführten Genotypen 
aber kein eigenes genotypspezifisches VP1 besitzen, werden neue Genotypen einer 
Genogruppe fortlaufend mit Buchstaben bezeichnet (NoV Genotyping Tool, Reuter et 
al. 2006). Besonders häufig treten dabei die nichtstrukturellen Proteine des Genotyps 
II.b in Kombination mit den strukturellen Proteinen des Genotyps II.3 auf. So wurden 
bspw. in den Jahren 2001 bis 2004 in Ungarn etwa 15 Prozent der Norovirus-Infek-
tionen durch den Genotyp II.b verursacht, wobei etwa 45 Prozent dieser Stämme das 
VP1 des Genotyps II.3 aufwiesen (Reuter et al. 2006). Bei diesen Stämmen ereigne-
te sich somit eine – durch einen template switch der NS7pol bedingte – homologe Re-
kombination in dem Genomabschnitt, in dem sich der ORF1 und der ORF2 über-
schneiden (reassortment) (vgl. 1.2. Morphologie und Genomorganisation der Calici-
viren) (Bull et al. 2007, Bull et al. 2005). Entsprechende homologe Rekombinationen 
können zudem zahlreich zwischen Stämmen, die für genotypspezifische nichtstruk-
turelle und strukturelle Proteine kodieren, beobachtet werden (NoV Genotyping Tool, 
Bull et al. 2007, Bull et al. 2005). So liegt bspw. bei dem humanen Norovirus-Stamm 
„Hiroshima 60-1015“ eine Rekombination zwischen dem Genotyp II.12 im ORF1 und 
dem Genotyp II.2 im ORF2 vor (Fukuda et al. 2008) (Tab. 1). 
Bei den Noroviren finden diese Rekombinationen meist innerhalb einer Geno-
gruppe statt, da der Genomabschnitt, in dem sich der ORF1 und der ORF2 über-
schneiden, jeweils bei allen Stämmen einer Genogruppe hochkonserviert ist und 
vermutlich als Promotor für die NS7pol dient (Simmonds et al. 2008, Bull et al. 2007, 
Bull et al. 2005). Somit konnte bisher auch nur eine Rekombination zwischen den 
Genogruppen I und II nachgewiesen werden, wobei der humane Norovirus-Stamm 
„Kolkata L8775“ im ORF1 den Genotyp I.8 und im ORF2 den Genotyp II.4 aufweist 
(Nayak et al. 2008). Zudem dokumentieren die caninen Norovirus-Stämme „Bari 91“ 
und „Viseu C33“ eine Rekombination zwischen der Genogruppe IV im ORF1 und 
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jeweils einer noch nicht klassifizierten Genogruppe im ORF2 (Mesquita et al. 2010, 
Martella et al. 2009) (Tab. 1). 
Alle bisher beobachteten Rekombinationen fanden dabei lediglich zwischen 
Norovirus-Stämmen, die denselben Wirtsorganismus – Mensch, Rind, Schwein bzw. 
Hund – benötigen, statt (Tab. 1). 
 
Tabelle 1: Rekombinante Norovirus-Stämme. 
Überprüfung der Rekombination mit „NoV Genotyping Tool“. (schwarz) humane Stämme. (rot) tierische Stämme. 
(Weitere Beispiele können dem Anhang entnommen werden.) 
Genotyp Referenz-Stamm GB acc. no. Literatur-Referenz 
ORF1 ORF2    
GI.8 GII.4 Hu/NoV/Kolkata/L8775/IND/06 AB290150 Nayak et al. (2008) 
GI.a GI.3 Hu/NoV/Desert Shield/395/SAU/90 U04469 Lew et al. (1994a) 
GI.b GI.6 Hu/NoV/WUG1/JPN/02 AB081723 Katayama et al. (2002) 
GI.c GI.5 Hu/NoV/SzUG1/JPN/00 AB039774 Katayama et al. (2002) 
GI.d GI.3 Hu/NoV/Vesoul/576/FRA/03 EF529738 unpublished 
GI.e GI.3 Hu/NoV/Chatellerault/709/FRA/04 EF529737 unpublished 
GI.f GI.3 Hu/NoV/Otofuke/JPN/79 AB187514 unpublished 
GII.4 GII.3 Hu/NoV/Seoul/0543/KOR/07 FJ913982 Chung et al. (2010) 
 GII.20 Hu/NoV/Kolkata/V1656/IND/06 AB453774 Nayak et al. (2009) 
GII.7 GII.6 Hu/NoV/Florida/269/USA/93 AF414407 Ando et al. (1995a) 
 GII.9 Hu/NoV/VA97207/USA/97 AY038599 Jiang et al. (2002) 
 GII.14 Hu/NoV/Shanxi/50106/CHN/06 EF670650 Jin et al. (2008) 
 GII.16 Hu/NoV/Minato/N1/14/JPN/99 AB233474 Sasaki et al. (2006) 
GII.12 GII.2 Hu/NoV/Hiroshima/60-1015/JPN/05 AB354299 Fukuda et al. (2008) 
 GII.3 Hu/NoV/5017.34/JPN/03 EU187437 unpublished 
 GII.4 Hu/NoV/Sakai/04-179/JPN/05 AB220922 Okada et al. (2006) 
 GII.5 Hu/NoV/Hokkaido/74/JPN/01 AB231339 unpublished 
 GII.10 Hu/NoV/Mc37/THA/03 AY237415 Hansman et al. (2004b) 
 GII.13 Hu/NoV/Pont de Roide/671/FRA/04 AY682548 unpublished 
GII.16 GII.17 Hu/NoV/CS-E1/USA/02 AY502009 Zheng et al. (2006) 
GII.17 GII.13 Hu/NoV/Pune/PC25/IND/06 EU921354 Chhabra et al. (2009) 
GII.19 GII.11 Po/NoV/Sw43/JPN/03 AB126320 unpublished 
GII.a GII.3 Hu/NoV/Arg320/ARG/95 AF190817 Jiang et al. (1999) 
GII.b GII.1 Hu/NoV/Picton/AUS/03 AY919139 Bull et al. (2005) 
 GII.2 Hu/NoV/Pont de Roide/673/FRA/04 AY682549 Ambert-Balay et al. (2005) 
 GII.3 Hu/NoV/Sydney/C14/AUS/02 AY845056 Bull et al. (2005) 
 GII.7 Hu/NoV/Kolkata/V1628/IND/06 AB453773 Nayak et al. (2009) 
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Genotyp Referenz-Stamm GB acc. no. Literatur-Referenz 
ORF1 ORF2    
GII.b GII.13 Hu/NoV/04150102/AUS/04 FJ972707, Bruggink & Marshall 
   FJ986385 (2009) 
 GII.21  Hu/NoV/Ahm/PC03/IND/06 EU019230 Chhabra et al. (2009) 
GII.c GII.2 Hu/NoV/Snow Mountain/1/USA/76 AY134748 Lochridge & Hardy (2003) 
GII.d GII.2 Hu/NoV/Osaka/NI/JPN/04 DQ366347 unpublished 
 GII.3 Hu/NoV/Hokkaido/34B/JPN/00 AB231337 unpublished 
 GII.5 Hu/NoV/Hokkaido/133/JPN/03 AB212306 unpublished 
GII.e GII.4 Hu/NoV/Osaka/OC07138/JPN/07 AB434770 unpublished 
GII.f GII.5 Hu/NoV/S63/FRA/99 AY682550 Ambert-Balay et al. (2005) 
GII.g GII.1 Stamm nicht in „GenBank“ verfügbar, Vennema (oral communication) 
 GII.12 Hu/NoV/Velence/HUN4417/HUN/10 HQ115742 unpublished 
 GII.13 Hu/NoV/Goulb. Valley/G5175/B/AUS/83 DQ379714 Symes et al. (2007) 
GII.h GII.2 Hu/NoV/Osaka/OC97007/JPN/97 AB089882 Iritani et al. (2000) 
GII.j GII.2 Hu/NoV/Crete/E3/FRA/97 AY682552 Ambert-Balay et al. (2005) 
 GII.4 Hu/NoV/Saitama/T82bGII/JPN/02 AB112295 Kageyama et al. (2004) 
GII.k GII.14 Hu/NoV/Toyama/SW0703-6/JPN/07 AB504700 Nakamura et al. (2009) 
GII.m GII.12 Hu/NoV/Pune/PC24/IND/06 EU921353 Chhabra et al. (2009) 
GII.? GII.3 Hu/NoV/Goulb. Valley/G5175/A/AUS/83 DQ379713 Symes et al. (2007) 
GII.? GII.4 Hu/NoV/771/IRL/05 EF219487 Waters et al. (2007) 
GII.? GII.12 Hu/NoV/Kolkata/V1737/IND/07 AB447418 Nayak et al. (2009) 
GIII.1 GIII.2 Bo/NoV/B-1SVD/USA/03 AY274819 Wise et al. (2004) 
GIII.2 GIII.1 Bo/NoV/Thirsk/10/GBR/00 AY126468 Oliver et al. (2003) 
GIV.2 G? Ca/NoV/Bari/91/ITA/07 FJ875027 Martella et al. (2008) 
GIV.? G? Ca/NoV/Viseu/C33/PRT/07 GQ443611 Mesquita et al. (2010) 
 
1.1.1.2.  Krankheitsbilder der Noroviren 
 
Die humanen Noroviren verursachen akute Gastroenteritiden bei Kindern und 
bei Erwachsenen, wobei der Ort des ersten charakteristischen Ausbruchs (Norwalk, 
Ohio, USA, 1968, Kapikian et al. 1972) bezeichnend war. Die Symptome treten nach 
einer Inkubationszeit von 15 bis 50 Stunden auf, wobei starke Übelkeit, heftiges Er-
brechen, ausgeprägte abdominale Krämpfe und schwerer Durchfall beobachtet wer-
den, die mit Fieber, Schüttelfrost, Kopf- und Gliederschmerzen einhergehen können. 
Die beschriebenen Erkrankungen verlaufen meist mild und selbstlimitierend, sodass 
die Symptome nach 12 bis 96 Stunden abklingen. Hierbei ist eine Häufung der Infek-
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tionen im Winterhalbjahr zu beobachten („winter vomiting disease“) (Tu et al. 2008, 
Green K.Y. 2007, Künkel & Schreier 2002, Rockx et al. 2002). 
Infolge einer Norovirus-Infektion kann es bei kleinen Kindern, Senioren und 
Menschen mit bereits geschwächtem Gesundheitszustand zu einer starken Dehy-
dratation des Körpers kommen, die durch Substitutionstherapie mit einer elektrolyt- 
und glukosehaltigen Lösung behandelt werden muss. Zudem kann die Entgleisung 
von Grunderkrankungen (z.B. Diabetes mellitus und Kreislaufstörungen) bis hin zum 
lebensbedrohlichen Schock erfolgen (Green K.Y. 2007, Künkel & Schreier 2002). Zu-
dem konnte beobachtet werden, dass immunsupprimierte Menschen, deren Immun-
system infolge einer Organtransplantation unterdrückt wird, sogar eine chronische 
Norovirus-Infektion erlangen können (Schorn et al. 2010, Westhoff et al. 2009, Lee et 
al. 2008, Nilsson et al. 2003). Weiterhin trat bei einem kleinen Kind eine Norovirus-
Infektion in Zusammenhang mit einer Encephalitis auf, wobei die Infektion aber nicht 
eindeutig als Ursache für die Erkrankung ermittelt werden konnte (Ito et al. 2006). 
Außerdem konnte bei einem Kleinkind und bei einer Jugendlichen, die jeweils unter 
Arthritis litten, eine Norovirus-Infektion detektiert werden, wobei aber ebenfalls neben 
der Infektion auch andere Ursachen für die Erkrankung in Betracht kamen (Gemulla 
& Pessler 2010). 
Die bovinen Noroviren lösen hauptsächlich Durchfall bei Kälbern aus (van der 
Poel et al. 2003, Liu B.L. et al. 1999). Die porcinen Noroviren wurden dagegen aus 
dem Kot von nicht erkrankten Schweinen isoliert, können aber milden Durchfall bei 
gnotobiotischen Schweinen hervorrufen (Wang et al. 2005a). Die murinen Noroviren 
(MNV) sind weltweit in Laboratorien verbreitet, wobei diese bei immunkompetenten 
Mäusen aber lediglich milden Durchfall verursachen. Bei immundeffizienten Mäusen, 
deren Interferonantwort unterbunden ist, treten hingegen akute Gastroenteritiden und 
weitere systemische Erkrankungen auf, die tödlich verlaufen können (Mumphrey et 
al. 2007, Karst et al. 2003). Der canine Norovirus-Stamm „Bari 170“ wurde aus dem 
Kot eines Welpen, der an Erbrechen und Durchfall erkrankt war, isoliert. Zusätzlich 
wurde jedoch ein caniner Parvovirus (CPV) detektiert, sodass die Erkrankung nicht 
eindeutig auf die Norovirus-Infektion zurückzuführen war (Martella et al. 2008b). Der 
canine Norovirus-Stamm „Bari 91“ konnte ebenfalls aus dem Kot eines Welpen iso-
liert werden, der aber unter Durchfall und Atembeschwerden litt. Hierbei konnte zwar 
keine weitere Infektion mit einem CPV oder einem caninen Coronavirus (CCV) beob-
achtet werden, dennoch könnten neben der Norovirus-Infektion auch andere Ursa-
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chen für die Erkrankung in Betracht kommen (Martella et al. 2009). Zudem wurde der 
feline Norovirus-Stamm „Pistoia 387“ aus dem Darminhalt eines Löwenjungtiers iso-
liert, das aufgrund einer hämorrhagischen Enteritis eingeschläfert wurde. Hierbei 
konnte die Infektion jedoch wiederum nicht eindeutig als Ursache für die Erkrankung 
bestätigt werden (Martella et al. 2007). Darüber hinaus wurden der Schaf-Norovirus-
Stamm „Norsewood 30“ und der Rhesusaffen-Norovirus-Stamm „FT244“ beschrie-
ben, die jeweils aus dem Kot nicht erkrankter adulter Tiere isoliert wurden (Farkas et 
al. 2010b, Wolf et al. 2009). 
 
1.1.1.3.  Übertragung der humanen Noroviren 
 
Die humanen Noroviren werden fäkal-oral entweder durch Kontamination von 
Trinkwasser und Nahrungsmitteln (z.B. Eis, Feldfrüchte und Muscheln) (foodborne 
infection), durch direkte Personenkontakte, durch Schmierinfektion oder durch Tröpf-
cheninfektion übertragen (Green K.Y. 2007, Künkel & Schreier 2002, Fankhauser et 
al. 2002, Inouye et al. 2000, Fankhauser et al. 1998). Die Noroviren bestechen hier-
bei durch eine sehr hohe Infektiosität. Dies beruht einerseits auf einer ungewöhnlich 
hohen Stabilität gegenüber verschiedenen Umwelteinflüssen (z.B. Temperaturen bis 
60°C für 30 min, pH-Werte bis 2,7 für 3 h, Ether-Konzentrationen bis 20% für 18 h 
bzw. Chlor-Konzentrationen bis 1 mg/l) und andererseits auf einer sehr geringen In-
fektionsdosis (ca. 18 Viruspartikel) (Green K.Y. 2007, Künkel & Schreier 2002). Zu-
dem werden die Noroviren in hohen Mengen mit dem Erbrochenen und dem Stuhl 
ausgeschieden (ca. 106 Viruspartikel / g Stuhl zu Beginn der Erkrankung), wobei die 
Viruspartikel durchschnittlich noch bis zu zwei Wochen nach der Infektion im Stuhl 
detektiert werden können (Tu et al. 2008, Green K.Y. 2007, Künkel & Schreier 2002, 
Rockx et al. 2002). Darüber hinaus können Menschen immer wieder erkranken, was 
sowohl durch die hohe Variabilität der Noroviren (Abb. 2 & 3, Tab. 1) als auch durch 
die nicht ausreichende Immunität, die infolge der Infektion erlangt wird, begründet ist 
(Green K.Y. 2007, Künkel & Schreier 2002). 
 
1.1.1.4.  Epidemiologie der humanen Noroviren 
 
Die Norovirus-Infektionen treten weltweit auf, wobei diese meist epidemisch in 
Familien, Kindergärten, Schulen, Universitäten, Krankenhäusern, Altenheimen, Res-
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taurants, Hotels, Ferienanlagen und Militäreinheiten bzw. auf Kreuzfahrtschiffen und 
Flugzeugträgern vorkommen. Die Epidemien können hierbei ein unterschiedlich star-
kes Ausmaß erreichen, sodass nur einige wenige Menschen (z.B. Familienmitglie-
der) oder hunderte Menschen (z.B. Krankenhauspatienten) betroffen sein können 
(Green K.Y. 2007, Fankhauser et al. 2002, Künkel & Schreier 2002, Inouye et al. 
2000, Fankhauser et al. 1998). So konnte bspw. im Frühjahr 2003 eine Epidemie bei 
dem Einsatz „Iraqi Freedom“ der amerikanischen Marine beobachtet werden (Thorn-
ton et al. 2005). Desweiteren trat bspw. im September 2005 eine Epidemie nach dem 
Hurrikan „Katrina“ in New Orleans (Lousiana, USA) auf, als über 25.000 evakuierte 
Bewohner unter mangelhaften hygienischen Bedingungen in einem Stadion in Hous-
ton (Texas, USA) untergebracht waren (Yee et al. 2007). Die bis dato stärkste Epi-
demie ereignete sich im Herbst 1995 in Japan, wobei landesweit über 5 Millionen 
Schulkinder betroffen waren (Matsuno et al. 1997). In den 1990er Jahren konnten in 
den USA etwa 23 Millionen Infektionen erfasst werden (Mead et al. 1999). 
Derzeit kann weltweit eine Zunahme der Norovirus-Infektionen beobachtet 
werden, wobei der Genotyp II.4 für den Hauptteil der Erkrankungen (z.B. in Europa, 
Nordamerika und Ozeanien für bis zu 80% der Erkrankungen) verantwortlich ist (Bull 
et al. 2010, Siebenga et al. 2009, Siebenga et al. 2007). Der Genotyp II.4 verursach-
te dabei in den Winterhalbjahren 1995/96, 2002/03, 2004/05 und 2006/07 unzählige 
epidemische Ausbrüche auf der gesamten nördlichen Erdhalbkugel. Hierbei konnten 
jeweils „neue“ genetisch veränderte Norovirus-Stämme detektiert werden, sodass der 
Genotyp II.4 in die Subgenotypen II.4-<1995 (Bristol-like), II.4-1995 (Grimsby-like), 
II.4-2002 (Farmington-Hills-like), II.4-2004 (Hunter-like), II.4-2006a (Laurens-, Yerse-
ke-like) und II.4-2006b (Minerva-, Den-Haag-like) unterteilt wurde (NoV Genotyping 
Tool, Bull et al. 2010, Siebenga et al. 2009, Siebenga et al. 2007). Zudem traten in 
diesem Zeitraum die drei Subgenotypen II.4-2001-Japan (Kaiso-like), II.4-2002-USA 
(Henry-like) und II.4-2003-Asien (Sakai-like, rekombinant mit GII.12 im ORF1) auf, 
die aber nur regional epidemische Ausbrüche auslösten (NoV Genotyping Tool, Sie-
benga et al. 2009). In den folgenden Winterhalbjahren 2007/08 und 2008/09 konnten 
wiederum „neue“ genetisch veränderte Norovirus-Stämme beobachtet werden, die 
demnach in die Subgenotypen II.4-2007 (Cairo-like, rekombinant mit GII.e im ORF1) 
bzw. II.4-2008 (Apeldoorn-like) eingeordnet werden; die aber ebenfalls nur regional 
epidemische Ausbrüche verursachten (NoV Genotyping Tool, Le et al. 2010, Kamel 
et al. 2009). Für die Subgenotypen des Genotyps II.4 liegt bisher keine einheitliche 
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Bezeichnung vor, sodass die Subgenotypen in dieser Arbeit entsprechend dem Jahr, 
in dem diese erstmals detektiert wurden, bzw. entsprechend dem Ort, an dem diese 
hauptsächlich kursierten, benannt werden (Abb. 3). 
 
 
Abbildung 3: Subgenotypen des Norovirus-Genotyps II.4 (basierend auf der Nukleotidsequenz des VP1). 
Phylogenetische Analyse von repräsentativen Norovirus-Stämmen des Genotyps II.4 mit „ClustalX“ und „PAUP“ 
(neighbour-joining tree, bootstrap analysis, 1000 replicates). (rot) Subgenotypen, die weltweit epidemische Aus-
brüche auslösten. (grün) Subgenotypen, die nur regional epidemische Ausbrüche auslösten. (Die „GenBank“-
Zugangsnummern der Norovirus-Stämme sind im Anhang aufgeführt.) 
 
1.1.1.5.  Bedeutung der humanen Noroviren 
 
Die humanen Noroviren bilden den Hauptauslöser der nichtbakteriellen Gas-
troenteritiden, da diese Ende der 1990er Jahre in Europa etwa 85 Prozent und in 
Japan und den USA etwa 95 Prozent der Erkrankungen verursachten (Lopman et al. 
2003, Fankhauser et al. 2002, Inouye et al. 2000, Fankhauser et al. 1998). Infolge-
dessen sind Norovirus-Infektionen laut dem Bundesministerium für Gesundheit (§6, 
§7 und §42 IfSG) seit dem 01.01.2001 in der Bundesrepublik Deutschland melde-
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pflichtig. Da die Gattung Norovirus aber neben den humanen auch tierische Viren be-
inhaltet (Abb. 2) und bereits Rekombinationen unter den humanen sowie unter den 
tierischen Viren nachgewiesen wurden (Tab. 1), bergen die Noroviren die Gefahr für 
Zoonosen und erhalten daher zusätzlich eine erhöhte Aufmerksamkeit (Green K.Y. 
2007, Künkel & Schreier 2002). Eine besonders zu beachtende Quelle für Zoonosen 
bilden dabei auch die Muscheln, da diese – vor allem in der Nähe von landwirtschaft-
lichen Gebieten – nicht nur humane sondern auch porcine und bovine Noroviren aus 
den Gewässern aufnehmen. Hierbei konnte bereits auch die Co-Akkumulation von 
humanen und porcinen Noroviren beobachtet werden (Costantini et al. 2006). Bis da-
to konnte aber weder eine Infektion mit tierischen Noroviren beim Menschen (host 
adaptation) noch eine Rekombination zwischen humanen und tierischen Noroviren 
beschrieben werden. 
 
1.1.2.  Sapoviren 
 
Die Gattung Sapovirus (früher Sapporo-like Virus, SLV) wird momentan in fünf 
Genogruppen unterteilt. Hierbei beinhalten die Genogruppen I, II, IV und V humane 
Sapoviren, wohingegen die Genogruppe III porcine Sapoviren umfasst. Zudem sind 
weitere porcine Sapovirus-Stämme und mehrere Nerz-Sapovirus-Stämme bekannt, 
die verschiedene neue Genogruppen darstellen können (Martella et al. 2008a, Green 
K.Y. 2007, Wang et al. 2005b, Farkas et al. 2004, Guo et al. 2001) (Abb. 1). 
Die humanen Sapoviren rufen akute Gastroenteritiden bei kleinen Kindern und 
Senioren hervor, wobei ebenfalls die Stadt des ersten charakteristischen Ausbruchs 
(Sapporo, Japan, 1977, Chiba et al. 1979) namensgebend war. Das Krankheitsbild 
entspricht dem einer Norovirus-Infektion, wobei aber durch Sapoviren verursachte 
Erkrankungen – obwohl diese ganzjährig detektiert werden – deutlich seltener zu be-
obachten sind (Green K.Y. 2007, Rockx et al. 2002). Die tierischen Sapoviren lösen 
hauptsächlich Durchfall bei Jungtieren aus (Martella et al. 2008a, Wang et al. 2005b, 
Guo et al. 2001). 
Sowohl unter den humanen Sapoviren als auch unter den porcinen Sapoviren 
können – ebenso wie bei den humanen und tierischen Noroviren – homologe Re-
kombinationen am Übergang zwischen der NS7pol und dem VP1 beobachtet werden 
(vgl. 1.2. Morphologie und Genomorganisation der Caliciviren). Die Rekombinationen 
erfolgen dabei ebenso nicht nur innerhalb einer Genogruppe sondern auch zwischen 
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verschiedenen Genogruppen. Die Sapoviren bergen daher ebenfalls die Gefahr für 
Zoonosen (Hansman et al. 2005, Wang et al. 2005b, Katayama et al. 2004). 
 
1.1.3.  Lagoviren 
 
Die Bezeichnung der Gattung Lagovirus beruht darauf, dass die Viren nur Er-
krankungen bei „Hasenartigen“ (Ordnung Lagomorpha) hervorrufen. Die Lagoviren 
beinhalten das Europäische-Feldhasen-Syndrom-Virus (european brown hare syn-
drome virus, EBHSV) und das Kaninchenseuche-Virus (rabbit haemorrhagic disease 
virus, RHDV), das die weltweit vorrangig domestizierte Kaninchen-Spezies Orycto-
lagus cuniculus befällt. Beide Viren lösen eine hämorrhagische Erkrankung aus, die 
jeweils zu einer dramatischen Bestandsreduzierung führt (McIntosh et al. 2007, Billi-
nis et al. 2005) (Abb. 1). 
Die Kaninchenseuche, die erstmals im Jahr 1984 in China auftrat und dabei 
etwa 140 Millionen Tiere tötete („Chinaseuche“) (Liu S.J. et al. 1984), zeichnet sich 
durch eine hochgradig gestörte Blutgerinnung und eine ausgeprägte Lebernekrose 
aus. Die Symptome treten nach einer Inkubationszeit von ein bis drei Tagen auf, wo-
bei die infizierten Tiere z.B. unter Apathie, Fieber, Atembeschwerden, Krämpfen, blu-
tigem Durchfall und blutigem Nasenausfluss leiden. Die Erkrankung verläuft bei 70 
bis 95 Prozent der Tiere „schlagartig“ tödlich, da diese bereits nach ein oder zwei 
Tagen sterben. Lediglich Kaninchen, die jünger als 45 bis 50 Tage sind, erkranken 
nicht. Es besteht zudem die Möglichkeit einer prophylaktischen Impfung (McIntosh et 
al. 2007). 
 
1.1.4.  Vesiviren 
 
Die Vesiviren besitzen ein sehr breites Wirtsspektrum, das von Säugetieren 
(z.B. Kaninchen, Katze, Hund, Schwein, Rind, Schimpanse, Seelöwe, Walross, Delfin 
und Wal) über Reptilien, Amphibien, Fische, Krebstiere und Nematoden reicht, wobei 
die starke marine Verbreitung besonders hervorzuheben ist („ocean group“) (Smith et 
al. 1998) (Abb. 1). 
Die Bezeichnung der Gattung Vesivirus beruht auf dem Vesikulärexanthem-Vi-
rus des Schweins (vesicular exanthema of swine virus, VESV), das erstmals im Jahr 
1932 in Kalifornien beobachtet wurde. Das Virus stammt vom San-Miguel-Seelöwen-
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Virus (SMSV) ab, wobei die Übertragung vom Seelöwen auf das Schwein, die an der 
Westküste der USA erfolgt sein muss, bis heute ungeklärt ist. Die VESV-Infektion be-
dingt ein von der Maul- und Klauenseuche (foot-and-mouth disease, FMD) nicht zu 
unterscheidendes Krankheitsbild. Die infizierten Tiere leiden dabei unter Fieber und 
Bläschenbildung an der Zunge, der Lippe, den Nasenlöchern, den Brustwarzen und 
den Füßen. Die Erkrankung trat ausschließlich in den USA auf, wobei der letzte Aus-
bruch im Jahr 1956 registriert wurde (Smith et al. 1998). 
Das feline Calicivirus (FCV), das erstmals im Jahr 1968 auftrat (Povey & Hale 
1974), verursacht eine akute eitrige Infektion der oberen und unteren Atemwege bei 
Katzen. Das Virus bildet mit dem felinen Herpesvirus 1 (FeHV-1) den Haupterreger 
des „infektiösen Katzenschnupfens“. Die Symptome bestehen in Niesen, Nasenaus-
fluss, Fieber, Bindehautentzündung und Geschwürbildungen auf der Zunge bzw. am 
Gaumen, wobei diese aber meist nach wenigen Tagen abklingen. Lediglich der Befall 
der Lunge kann eine bakterielle Sekundärinfektion und dadurch eine Lungenentzün-
dung nach sich ziehen, sodass die Sterblichkeitsrate auf etwa 30 Prozent ansteigen 
kann. Besonders bedrohlich läuft die Erkrankung jedoch meist nur bei jungen Katzen 
ab. Zudem kann eine prophylaktische Impfung durchgeführt werden (Radford et al. 
2007). 
 
1.2.  Morphologie und Genomorganisation der Caliciviren 
 
Die Viren der Familie Caliciviridae bilden nicht umhüllte Viruspartikel, die eine 
ikosaedrische Symmetrie aufweisen. Die Größe der Viruspartikel konnte mithilfe des 
Elektronenmikroskops auf etwa 25 bis 40 Nanometer beziffert werden, wodurch die 
Caliciviren zu den kleinsten bekannten Viren zählen. Außerdem konnten auf diesem 
Weg kelchartige Strukturen auf der Oberfläche der Viruspartikel beobachtet werden 
(Kelch = lat. calix), die bezeichnend für die Familie waren. Diese Eigenschaft ist für 
alle Caliciviren charakteristisch mit Ausnahme der Noroviren, deren Viruspartikel eine 
eher fiederartige Oberfläche aufweisen. Demzufolge wurden die Noroviren zunächst 
als small round structured viruses (SRSVs) klassifiziert, bevor diese letztendlich im 
Jahr 1990 durch phylogenetische Analysen den Caliciviren zugeordnet werden konn-
ten (Green K.Y. 2007) (Abb. 4). 
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Abbildung 4: Morphologie der Caliciviren (am Beispiel der Noroviren). 
(A + B) Bioinformatische Modellierung der Viruspartikel-Oberfläche. (C + D) Elektronenmikroskopische Aufnahme 
(Maß: 45 nm). (Green K.Y. et al. 2000) 
 
Das Genom der Caliciviren bildet eine nicht segmentierte, positiv orientierte, 
einzelsträngige, sogenannte genomische RNA, die etwa 6,4 bis 8,5 Kilobasen um-
fasst. Zudem trägt die genomische RNA an ihrem 5‘-Ende ein NS5VPg (virion protein, 
genome linked) und an ihrem 3‘-Ende ein Poly(A). Das NS5VPg ist ein relativ kleines 
virales Protein (ca. 15 kDa), das kovalent an das 5‘-Ende der genomischen RNA ge-
bunden ist und eine cap-ähnliche Struktur darstellt (L’Homme et al. 2009b, Farkas et 
al. 2008, Green K.Y. 2007, Oliver et al. 2006, Smiley et al. 2002) (Abb. 5). 
Die Genomorganisation erfolgt bei den Gattungen Norovirus, Vesivirus und 
Recovirus in drei ORFs. Der ORF1 kodiert für die nichtstrukturellen Proteine (NS) 
NS1 bis NS7, wobei den folgenden Proteinen bereits eine Funktion zugeordnet wer-
den konnte: NS3NTPase, NS5VPg, NS6pro (Chymotrypsin-ähnliche Cystein-Protease) 
und NS7pol (RNA-abhängige RNA-Polymerase). Der ORF2 kodiert für ein strukturel-
les Protein, das als großes Kapsidprotein (major capsid protein, virion protein 1, VP1) 
bezeichnet wird. Der ORF3 kodiert für ein weiteres strukturelles Protein, das dem-
entsprechend als kleines Kapsidprotein (minor capsid protein, virion protein 2, VP2) 
bezeichnet wird. Zudem befinden sich am 5‘-Ende und am 3‘-Ende der genomischen 
RNA jeweils nicht translatierte Regionen (untranslated regions, UTRs), wobei die 5‘-
UTR etwa 5 bis 75 Nukleotide und die 3‘-UTR etwa 45 bis 80 Nukleotide umfasst. Bei 
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den Noroviren und Vesiviren überschneidet sich sowohl der ORF1 mit dem ORF2 als 
auch der ORF2 mit dem ORF3, wohingegen bei den Recoviren nur der ORF2 mit 
dem ORF3 überlappt, wobei zwischen den sich überschneidenden ORFs jeweils ein 
frameshift vorliegt. Bei den Gattungen Sapovirus, Lagovirus, Beco-/Nabovirus und 
Valovirus ist das Genom nur in zwei ORFs unterteilt, wobei der ORF1 zusätzlich für 
das VP1 kodiert. Bei diesen Viren überschneidet sich wiederum der ORF1 mit dem 
ORF2, wobei ebenso ein frameshift zwischen den ORFs vorhanden ist (L’Homme et 
al. 2009b, Farkas et al. 2008, Green K.Y. 2007, Oliver et al. 2006, Smiley et al. 2002) 
(Abb. 5). 
 
 
Abbildung 5: Genomorganisation der Caliciviren (am Beispiel der Noroviren und Sapoviren). 
(A) Norovirus-Stamm „Lordsdale”. (B) Sapovirus-Stamm „Manchester“. (Die „GenBank“-Zugangsnummern der 
Calicivirus-Stämme sind in Anhang aufgeführt.) (nach Rohayem 2008) 
 
Ein weiteres charakteristisches Merkmal der Caliciviren bildet die nicht seg-
mentierte, positiv orientierte, einzelsträngige, sogenannte subgenomische RNA, die 
etwa 2,2 bis 2,4 Kilobasen umfasst und für die strukturellen Proteine kodiert. Zudem 
besitzt die subgenomische RNA – wie auch die genomische RNA – am 5‘-Ende eine 
5‘-UTR und ein NS5VPg sowie am 3‘-Ende eine 3‘-UTR und ein Poly(A) (L’Homme et 
al. 2009b, Farkas et al. 2008, Green K.Y. 2007, Oliver et al. 2006, Smiley et al. 2002) 
(Abb. 5). 
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1.3.  Replikation der Caliciviren 
 
Die Viren der Familie Caliciviridae infizieren entweder Leber- und Blutzellen 
(Makrophagen) wie z.B. RHDV (Mikami et al. 1999) oder Schleimhautepithelzellen 
wie z.B. FCV, MNV, die humanen Noroviren und die Recoviren. Hierbei befällt FCV 
die Epithelzellen der oberen und unteren Atemwege (Radford et al. 2007), wohin-
gegen sich MNV, die humanen Noroviren und die Recoviren in den Epithelzellen des 
Dünndarms vermehren (Farkas et al. 2008, Cheetham et al. 2007, Mumphrey et al. 
2007). Bei MNV kann zudem eine Verbreitung der Viruspartikel über die Lamina pro-
pria – also über die Bindegewebszellen, die sich unter den Schleimhautepithelzellen 
des Dünndarms befinden – in die Milz, die Leber und die Lunge beobachtet werden, 
wobei aber nur im Dünndarm und der Milz histopathologische Veränderungen auftre-
ten. Bei immundeffizienten Mäusen, deren Interferonantwort unterbunden ist, erfolgt 
dabei eine stärkere Verbreitung der Viruspartikel – auch in die Blutgefäße – und die 
Apoptose der Dünndarm- und Milzzellen (Mumphrey et al. 2007). Bei den humanen 
Noroviren breitet sich die Infektion ebenso in die Lamina propria aus. Infolgedessen 
kann histopathologisch ein Ausdehnen und Abstumpfen der Dünndarmzotten beob-
achtet werden, wobei die Dünndarmschleimhaut aber intakt bleibt (Green K.Y. 2007). 
Zu Beginn der Infektion interagieren die Viruspartikel zunächst mit der Zell-
membran der Wirtszelle, wobei die jeweiligen spezifischen Rezeptoren aber weitge-
hend unbekannt sind. Bei FCV konnte bereits das Transmembranprotein fJAM-A 
(feline junctional adhesion molecule A), das u.a. in der Zellmembran der Epithelzellen 
vorkommt, als Rezeptor ermittelt werden (Bhella et al. 2008, Makino et al. 2006). Zu-
dem ist bekannt, dass FCV mit α2,6-gekoppelten Sialinsäuren interagiert, die mög-
licherweise Bestandteil des fJAM-A oder eines anderen in der Zellmembran befind-
lichen Glykoproteins sein könnten (Stuart & Brown 2007). Bei den humanen Noro-
viren konnte nachgewiesen werden, dass die gewebsspezifischen Blutgruppenanti-
gene (histo-blood group antigens, HBGAs), die nicht nur auf der Zellmembran von 
Blutzellen sondern auch auf der Zellmembran von Gewebszellen und frei in Körper-
flüssigkeiten vorhanden sind, bedeutend für die Infektion sind. Diesbezüglich sind die 
ABH- und die Lewis-Antigene relevant, wobei die unterschiedlichen Genotypen und 
die einzelnen Subgenotypen des Genotyps II.4 jeweils mit unterschiedlichen Anti-
genen interagieren. Hierbei sind Menschen mit dem sogenanntem „Nichtsekretor“-
Status, die keine ABH-Antigene sondern nur das Lewis-Antigen Lea (Lex) besitzen, 
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besonders selten von Infektionen betroffen (Rydell et al. 2009, Tan et al. 2008, Linde-
smith et al. 2008, Cheetham et al. 2007, Tan & Jiang 2005). Darüber hinaus könnten 
die HBGAs auch bei den Recoviren als Rezeptoren dienen, da diese mit den AB-An-
tigenen interagieren (Farkas et al. 2010a). Zudem binden die humanen Noroviren an 
das in allen humanen Zellmembranen vorkommende Glykoprotein Heparansulfat, 
wobei die Genogruppe II aber stärker mit diesem interagiert als die Genogruppe I 
(Tamura et al. 2004). Weiterhin ist bekannt, dass MNV mit der terminalen α2,3-ge-
koppelten Sialinsäure des Glykolipids GD1a, das z.B. auf der Zellmembran von muri-
nen Makrophagen vorliegt, interagiert (Taube et al. 2009). Es wird daher vermutet, 
dass die Infektion mit Caliciviren – wie auch bei vielen anderen Viren – über Oligo-
sacharide, die Bestandteile von Glykoproteinen oder Glykolipiden sind, vermittelt wird 
(Taube et al. 2009). 
Im folgenden Abschnitt wird der nach Green K.Y. (2007) erweiterte, hypothe-
tische Replikationszyklus der Caliciviren erläutert. Sobald die Viruspartikel in das 
Zellplasma der Wirtszelle gelangt sind, erfolgt die Freisetzung der genomischen RNA 
und deren Translation durch die zelluläre Translationsmaschinerie. Hierbei wird die 
genomische RNA aufgrund der am 5‘-Ende befindlichen cap-ähnlichen Struktur und 
dem am 3‘-Ende befindlichen Poly(A) von der Wirtszelle als mRNA erkannt. Demzu-
folge interagiert das kovalent am 5‘-Ende gebundene NS5VPg mit unterschiedlichen 
eukaryotischen Translationsinitiationsfaktoren wie z.B. bei den humanen Noroviren 
mit dem Ribosomen-Bindeprotein eIF3D (Daughenbaugh et al. 2003), bei FCV und 
MNV mit der mRNA-Helikase eIF4A (Chaudhry et al. 2006) bzw. bei FCV und den 
humanen Noroviren mit dem cap-Bindeprotein eIF4E (Goodfellow et al. 2005). Bei 
der Translation des ORF1 entsteht bei den Noroviren, Vesiviren und Recoviren das 
Vorläufer-Polyprotein NS1-7 bzw. bei den Sapoviren, Lagoviren, Beco-/Naboviren 
und Valoviren das Vorläuferprotein NS1-7/VP1, das kotranslationell durch die NS6pro 
in die nichtstrukturellen Proteine prozessiert wird. Die dadurch bereitgestellte NS7pol 
bildet die Hauptkomponente des Replikationskomplexes, der aus viralen Proteinen 
und zellulären Komponenten besteht, dessen Zusammensetzung aber noch nicht 
endgültig geklärt ist. So konnten bisher bspw. bei FCV NS2, NS3NTPase, NS4, NS5VPg, 
das Fusionsprotein NS6-7pro-pol, VP1 und VP2 (Kaiser et al. 2006, Green K.Y. et al. 
2002) und bei MNV das Fusionsprotein NS1-2, NS3NTPase, NS4, NS5VPg, NS6pro und 
NS7pol (Hyde et al. 2009) als virale Komponenten des Replikationskomplexes nach-
gewiesen werden. Bekannt ist weiterhin, dass verschiedene virale Proteine mit zel-
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lulären Membranen interagieren wie z.B. bei den humanen Noroviren das Fusions-
protein NS1-2 mit dem Golgi-Apparat (Fernandez-Vega et al. 2004, Ettayebi & Hardy 
2003), bei FCV NS2, NS3NTPase und NS4 mit dem endoplasmatischen Retikulum 
(Bailey et al. 2010a) und bei MNV das Fusionsprotein NS1-2, NS6pro und NS7pol mit 
dem Golgi-Apparat, dem endoplasmatischen Retikulum und den Endosomen (Hyde 
et al. 2009). Dies führt jeweils zu einer Neuordnung der zellulären Membranen, wo-
durch die für den Replikationskomplex notwendigen Membrankomplexe bereitgestellt 
werden. Die NS7pol vollführt dann zunächst die Transkription der positiv orientierten, 
genomischen RNA in die negativ orientierte, antigenomische RNA, die wiederum in 
die genomische RNA und die subgenomische RNA umgeschrieben wird. Die virale 
RNA interagiert hierbei mit verschiedenen zellulären Proteinen wie bspw. bei den 
humanen Noroviren mit dem La-Protein, dem Poly(A)-Bindeprotein (PABP), dem Po-
ly(C)-Bindeprotein 2 (PCBP-2) und dem Polypyrimidin-Bindeprotein (polypyrimidine 
tract binding protein, PTB) (Gutierrez-Escolano et al. 2003, Gutierrez-Escolano et al. 
2000), bei FCV mit PTB (Karakasiliotis et al. 2010, Karakasiliotis et al. 2006) und bei 
MNV mit PCBP-1, PCBP-2 und PTB (Bailey et al. 2010b). Diese Proteine sind nor-
malerweise als Bestandteile von zellulären Ribonukleoproteinen (RNPs) für die Stabi-
lität und die korrekte Sekundärstruktur der zellulären RNA zuständig. Die subgeno-
mische RNA ermöglicht eine gesteigerte Translation der strukturellen Proteine durch 
die zelluläre Translationsmaschinerie. Hierbei entsteht das VP2 vermutlich erst nach 
der beendeten Translation des VP1 durch eine Reinitiation der Translation (termina-
tion-dependent reinitiation mechanism). So konnte bspw. bei RHDV am 3‘-Ende des 
ORF1 und bei FCV am 3‘-Ende des ORF2 eine etwa 70 bis 80 Nukleotide umfassen-
de Ribosomen-Bindestelle identifiziert werden (termination upstream ribosomal bin-
ding site, TURBS) (Luttermann & Meyers 2007, Meyers 2007). Daraufhin lagern sich 
180 Monomere des VP1 zu 90 Dimeren zusammen, die dann die Hülle eines Virus-
partikels – das sogenannte Kapsid – bilden. Das VP2 ist ebenfalls mit dem Kapsid 
assoziiert (ca. 1 bis 2 Monomere), wobei dessen genaue Funktion aber noch nicht 
ermittelt werden konnte. Sosnovtsev et al. (2005) konnten aber bei FCV beobachten, 
dass das VP2 essentiell für die Bildung infektiöser Viruspartikel ist. Letztendlich wird 
die genomische RNA in das Kapsid verpackt und die dadurch entstandenen infek-
tiösen Viruspartikel werden durch Auslösen eines cytopathischen Effekts (CPE) aus 
der Wirtszelle freigesetzt. So kann in vitro z.B. bei FCV, MNV und den Recoviren, die 
jeweils in Zellkultur anzüchtbar sind, ein deutlicher CPE beobachtet werden (Farkas 
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et al. 2008, Ward et al. 2007, Sosnovtsev et al. 2003). Zudem kann – wie bereits er-
wähnt – in vivo bei einer Infektion mit humanen Noroviren ein Ausdehnen und Ab-
stumpfen der Dünndarmzotten beobachtet werden (Green K.Y. 2007). Bei RHDV und 
FCV konnte festgestellt werden, dass auch die subgenomische RNA – jedoch ohne 
die genomische RNA – in das Kapsid verpackt wird, wobei aber die Funktion der da-
durch entstehenden nicht infektiösen Viruspartikel noch nicht bekannt ist (Neill 2002, 
Meyers et al. 1991) (Abb. 6). 
 
 
Abbildung 6: Replikationszyklus der Caliciviren (am Beispiel der Noroviren). 
(1) Eintritt der Viruspartikel in das Zellplasma der Wirtszelle. (2) Freisetzen der genomischen RNA. (3) Translation 
des Vorläufer-Polyproteins durch die zelluläre Translationsmaschinerie. (4) Proteolyse in die nichtstrukturellen 
Proteine durch die NS6
pro
. (5) Entstehen des Replikationskomplexes mit der NS7
pol
 als Hauptkomponente. (6) 
Transkription der antigenomischen RNA durch den Replikationskomplex. (7) Transkription der subgenomischen 
RNA durch den Replikationskomplex. (8) Translation der strukturellen Proteine durch die zelluläre Translations-
maschinerie. (9) Bilden des Kapsids. (10) Transkription der genomischen RNA durch den Replikationskomplex. 
(11) Verpacken der genomischen RNA in das Kapsid. (12) Freisetzen der Viruspartikel aus der Wirtszelle. (nach 
Rohayem et al. 2010) 
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1.4.  Struktur, Funktion und Evolution der Norovirus-Proteine 
1.4.1.  Norovirus-Protease NS6pro 
 
Bei der Replikation der Noroviren entsteht durch die zelluläre Translations-
maschinerie das Vorläufer-Polyprotein NS1-7, das kotranslationell und autokata-
lytisch durch die Norovirus-Protease NS6pro in die nichtstrukturellen Proteine prozes-
siert wird (Abb. 6). Die Norovirus-NS6pro ist eine Cystein-Protease, deren räumliche 
Struktur aber eher jener der Chymotrypsin-ähnlichen Serin-Proteasen nahekommt, 
weshalb diese auch als Chymotrypsin-ähnliche Cystein-Protease (chymotrypsin-like 
cysteine protease) bezeichnet wird. Die Prozessierung findet an hochkonservierten 
Spaltmotiven innerhalb des NS1-7 statt. Hierbei bezeichnet man die Aminosäuren, 
die sich N-terminal von der Spaltstelle befinden, mit der Position Pn bis P1 und die 
Aminosäuren, die sich C-terminal von der Spaltstelle befinden, mit der Position P1‘ 
bis Pn', sodass das Spaltmotiv durch Pn-P1-P1‘-Pn‘ beschrieben wird (Scheffler et al. 
2007, Zeitler et al. 2006, Nakamura et al. 2005). 
Die Norovirus-NS6pro ist ein relativ kleines Enzym (ca. 18 kDa), das aus zwei 
β-barrel-Domänen besteht, die wiederum durch einen Spalt getrennt sind. Die N-
terminale Domäne (aa 1 - 60) besteht aus einer α-Helix und fünf β-Faltblättern, die 
über große loops miteinander verbunden sind und eine antiparallele β-Faltblattstruk-
tur bilden. Die N-terminale und die C-terminale Domäne sind über einen großen loop 
(aa 61 - 79) miteinander verbunden. Die C-terminale Domäne (aa 80 - 181) besteht 
aus sechs β-Faltblättern, die über kleinere loops miteinander verbunden sind und 
eine verdrehte antiparallele β-Faltblattstruktur bilden (Zeitler et al. 2006, Nakamura et 
al. 2005) (Abb. 7). 
In dem Spalt zwischen der N-terminalen und der C-terminalen Domäne be-
findet sich das hochkonservierte aktive Zentrum (catalytic triad) der NS6pro, das die 
Aminosäuren His30, Glu54 und Cys139 beinhaltet, und die hochkonservierte P1-
P1‘-Bindestelle (oxyanion hole), die die Aminosäuren Gly137, Asp138, Cys139 und 
Gly140 umfasst. Da die oxyanion hole sehr klein ist, erlaubt diese eine sehr stabile 
Bindung des Substrats, wobei aber nur die sehr kleinen Aminosäuren Glycin oder 
Alanin an der Position P1‘ stehen können (Pn-P1-A/G-Pn‘). Die Positionen P2 bis P1 
binden in die hochkonservierten hydrophoben Bindetaschen (P1 in die S1 pocket, P2 
in die S2 pocket). Die S1 pocket beinhaltet die hochkonservierte Aminosäure His157, 
die durch Wasserstoffbrückenbindungen mit den ebenso hochkonservierten Amino-
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säuren Thr134 und Tyr143 stabilisiert und von weiteren hydrophoben Aminosäuren 
(Ile/Leu/Val85, Ile87, Leu97, Ala/Val99, Leu121, Ala160, Val167) umgeben wird. Die 
S2 pocket umfasst die hochkonservierten hydrophoben Aminosäuren Ile109, Arg112 
und Val114 (Zeitler et al. 2006, Nakamura et al. 2005). Desweiteren interagieren die 
Positionen P5 bis P2 mit den Aminosäuren 108 bis 110 (Arg/Lys108, Ile109, Gln110) 
und mit den Aminosäuren 158 bis 162 (Ala/Thr158, Ala159, Ala160, Ala/Thr161, Arg/     
Lys162), die zusammen einen „Tunnel“ ausbilden, der durch Wasserstoffbrückenbin-
dungen die Bindung des Substrats stabilisiert (substrate binding tunnel) (Nakamura 
et al. 2005) (Abb. 7). 
 
 
Abbildung 7: Struktur der Norovirus-Protease NS6
pro
. 
(A) Struktur eines Monomers (Nakamura et al. 2005). (B) Bindung des Substrats (Nakamura et al. 2005). (C) Lo-
kalisation der stabilisierenden Wasserstoffbrückenbindungen (Nakamura et al. 2005). (D) Struktur eines Dimers, 
(rot) catalytic triad (Zeitler et al. 2006). 
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Darüber hinaus sind für die Funktionsfähigkeit der catalytic triad und die Bin-
dung des Substrats weitere stabilisierende Wasserstoffbrückenbindungen erforder-
lich. So werden diese für die Überbrückung des Spalts zwischen der N- und der C-
terminalen Domäne (Arg8 ↔ Ser/Thr69, Ile/Val9 ↔ Lys88), für die korrekte Orien-
tierung der Domänen (Arg/Asn/Lys11 ↔ Asp/Ser/Thr90) bzw. für die Stabilisierung 
der oxyanion hole (Arg89 ↔ Asp138) benötigt (Nakamura et al. 2005) (Abb. 7). 
Die NS6pro liegt in löslicher Form als homodimeres Enzym vor. Die Dimere 
werden über Wasserstoffbrückenbindungen und Van-der-Waals-Wechselwirkungen, 
an denen zahlreiche polare Aminosäuren (Glu79, Ser/Thr106, Arg/Lys108, Thr166, 
Glu177, Glu181) beteiligt sind, stabilisiert. Die Dimerisierungsdomäne befindet sich 
dabei in räumlicher Nähe mit dem Eingang des substrate binding tunnel, weshalb die 
Dimerisierung möglicherweise für die Bindung des Substrats und somit für die Funk-
tionsfähigkeit der NS6pro notwendig ist (Zeitler et al. 2006) (Abb. 7). 
Bisher wurde der Reaktionsmechanismus der Norovirus-NS6pro noch nicht 
näher untersucht, allerdings kann dieser von anderen Cystein-Proteasen abgeleitet 
werden. Demnach bindet zunächst das erste Substrat – das Peptid – in die oxyanion 
hole, woraufhin bereits das erste Produkt – das N-terminale Ende des Peptids – aus 
dieser entlassen wird. Anschließend kommt das zweite Substrat – ein Wassermole-
kül – dazu, wodurch dann das zweite Produkt – das C-terminale Ende des Peptids – 
freigesetzt wird (Löffler et al. 2007). Eine derartige Funktionsweise bezeichnet man 
auch als „Ping-Pong-Mechanismus“ (Koolman & Röhm 2003) (Abb. 8). 
Betrachtet man den Reaktionsmechanismus genauer, so akzeptiert zunächst 
der Imidazolrest der Base His30 (R1-Imidazol) das Proton der Thiolgruppe des Cys    
139 (R2-SH), wobei das nukleophile Anion (R2-S
-) entsteht („basenkatalytische Akti-
vierung“). Das dadurch aktivierte Schwefelatom des Cys139 greift daraufhin das Koh-
lenstoffatom der Peptidbindung (R3-CO-NH-R4) an („nukleophiler Angriff“), wodurch 
das erste tetraedrische Zwischenprodukt entsteht. Danach überträgt das His30 (R1-
Imidazol-H+) das zuvor akzeptierte Proton auf das Stickstoffatom der Peptidbindung, 
woraufhin diese gespalten und das N-terminale Ende des Peptids (R4-NH2) freige-
setzt wird („säurekatalytische Abspaltung“). Infolgedessen besteht eine Thioesterbin-
dung zwischen dem Cys139 und dem C-terminalen Ende des Peptids (R2-S-CO-R3) 
(„Acylenzym“). Hierauf greift ein Wassermolekül das Kohlenstoffatom dieser Bindung 
an („nukleophiler Angriff“), wobei das zweite tetraedrische Zwischenprodukt entsteht. 
Abschließend wird das C-terminale Ende des Peptids mit neuer – durch das Wasser-
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molekül entstandener – Carboxygruppe (R3-COOH) freigesetzt und das andere Pro-
ton des Wassermoleküls auf das Schwefelatom des Cys139 (R2-SH) übertragen. Die 
dritte Aminosäure der catalytic triad – Glu54 – ist ein Anion, das durch stabilisierende 
Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Imidazolium-Ion des His30 (R1-Imidazol-H
+) 
bzw. mit dem Wassermolekül die Proteolyse unterstützt (Löffler et al. 2007, Koolman 
& Röhm 2003) (Abb. 8). 
 
 
Abbildung 8: Reaktionsmechanismus der Norovirus-Protease NS6
pro
. 
(1) Deprotonierung der SH-Gruppe des Cys139 durch His30. (2) Nukleophiler Angriff des aktivierten S-Atoms des 
Cys139 auf das C-Atom der Peptidbindung, wodurch das erste tetraedrische Zwischenprodukt entsteht. (3) Proto-
nierung des N-Atoms der Peptidbindung durch His30, wodurch die Peptidbindung gespalten und das N-terminale 
Ende des Peptids freigesetzt wird. (4) Bilden der Thioesterbindung zwischen dem Cys139 und dem C-terminalen 
Ende des Peptids. (5) Nukleophiler Angriff des Wassermoleküls auf das C-Atom der Thioesterbindung, wodurch 
das zweite tetraedrische Zwischenprodukt entsteht. (6) Bilden der COOH-Gruppe am C-terminalen Ende des 
Peptids und Protonierung des S-Atoms des Cys139, wodurch das C-terminale Ende des Peptids freigesetzt wird. 
(nach http://de.wikipedia.org/wiki/Cysteinproteasen) 
 
Innerhalb des Replikationszyklus der Noroviren entsteht also – wie bereits er-
wähnt – durch die Translationsmaschinerie der Wirtszelle das Vorläufer-Polyprotein 
NS1-7, das dann kotranslationell und autokatalytisch durch die Norovirus-NS6pro in 
die nichtstrukturellen Proteine „zerlegt“ wird. Um den „zeitlichen“ Ablauf der Proteo-
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lyse zu bestimmen, untersuchten Scheffler et al. (2007) mittels eines Enzym-Assay 
(Protease-Assay) die Spalteffizienz für jedes im NS1-7 enthaltene Spaltmotiv. Nach 
Scheffler et al. (2007) werden somit zunächst das NS2/3- und das NS3/4-Spaltmotiv 
in trans durch die NS6pro prozessiert, wobei das Fusionsprotein NS1-2, die NS3NTPase 
bzw. das Vorläufer-Polyprotein NS4-7 freigesetzt werden. Anschließend wird durch 
die „gemeinsame“ Enzymaktivität der NS6pro und der NS7pol das NS5/6-Spaltmotiv 
erkannt, wodurch die Vorläufer-Polyproteine NS4-5 und NS6-7 entstehen. Letztlich 
wird das NS6/7-Spaltmotiv in cis durch die NS6pro gespalten, sodass die NS6pro und 
die NS7pol freigesetzt werden. Die Prozessierung des NS4/5-Spaltmotivs konnte bei 
der Untersuchung weder allein durch die NS6pro noch durch die „gemeinsame“ Aktivi-
tät der NS6pro und der NS7pol bewerkstelligt werden, sodass der genaue Zeitpunkt, 
an dem die Spaltung stattfindet, unbekannt ist und der postulierte Ablauf daher eher 
hypothetisch bleibt (Abb. 9). 
 
 
Abbildung 9: Proteolyse des Norovirus-Vorläufer-Polyproteins NS1-7 nach Scheffler et al. (2007). 
(1) In-trans-Spaltung des NS2/3- und des NS3/4-Spaltmotivs durch die NS6
pro
, wodurch das Fusionsprotein NS1-
2, die NS3
NTPase
 und das Vorläufer-Polyprotein NS4-7 freigesetzt werden. (2) Spaltung des NS5/6-Spaltmotivs 
durch die NS6
pro
 und die NS7
pol
, wodurch die Vorläufer-Polyproteine NS4-5 und NS6-7 freigesetzt werden. (3) In-
cis-Spaltung des NS6/7-Spaltmotivs, wodurch die NS6
pro
 und die NS7
pol
 freigesetzt werden. (4) Bei der Spaltung 
des NS4/5-Spaltmotivs sind vermutlich weitere virale Proteine oder auch zelluläre Komponenten beteiligt. 
 
Seah et al. (1999) und Belliot et al. (2003) konnten in Säugerzellen neben den 
bereits genannten Proteinen und Vorläufer-Polyproteinen auch die Vorläufer-Polypro-
teine NS4-6, NS5-6 und NS5-7 nachweisen. Dies bestätigt, dass das Fusionsprotein 
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NS1-2 und die NS3NTPase zuerst aus dem NS1-7 freigesetzt werden, wohingegen die 
anderen Spaltmotive dann aber wahrscheinlich relativ zeitgleich prozessiert werden. 
Somit wird das Spaltmotiv Pn-Q/G-Pn‘ bevorzugt von der NS6pro erkannt (Zeitler et 
al. 2006). Zudem lassen die Beobachtungen vermuten, dass die Prozessierung des 
NS4/5-Spaltmotivs von weiteren viralen Proteinen oder von zellulären Komponenten 
abhängig ist (Scheffler et al. 2007) (Abb. 9). Seah et al. (2003) konnten zusätzlich in 
Säugerzellen die Spaltung des Fusionsproteins NS1-2 detektieren, die im Protease-
Assay aber nicht von der NS6pro durchgeführt wurde. 
Ferner wird vermutet, dass die Norovirus-NS6pro auch die Translation der zel-
lulären Proteine herunterreguliert, indem diese den eukaryotischen Translationsinitia-
tionsfaktor PABP spaltet. PABP bindet einerseits an das 3‘-Poly(A) der mRNA und 
andererseits an das mRNA-Transportprotein eIF4G, das wiederum mit dem cap-Bin-
deprotein eIF4E interagiert, sodass die mRNA eine Schleife bildet. Diese Schleifen-
bildung führt zu einer ca. vier- bis zehnfach erhöhten Translation, da die Ribosomen 
bei Erreichen des Stoppcodons auch gleichzeitig wieder am Startcodon angelangt 
sind und die Schleife daher vermutlich mehrmals abgelesen wird. Zudem interagiert 
PABP mit eIF4B, der einen Co-Faktor der mRNA-Helikase eIF4A darstellt, sowie mit 
dem eukaryotischen Translationsterminationsfaktor eRF3, der das Entlassen von 
Proteinketten aus den Ribosomen durch GTP-Hydrolyse unterstützt (Kuyumcu-Mar-
tinez et al. 2004). 
 
1.4.2.  Norovirus-Polymerase NS7pol 
 
Die Norovirus-Polymerase NS7pol ist das Schlüsselenzym bei der Replikation 
der Noroviren, da diese die Hauptkomponente des Replikationskomplexes bildet. Die 
Norovirus-NS7pol ist eine RNA-abhängige RNA-Polymerase (RNA-dependent RNA 
polymerase, RdRp), die – in Zusammenarbeit mit dem Replikationskomplex – die 
positiv orientierte, genomische RNA in die negativ orientierte, antigenomische RNA 
transkribiert, die der NS7pol danach wiederum als template für die Transkription der 
genomischen und subgenomischen RNA dient (Green K.Y. 2007) (Abb. 6). 
Die Norovirus-NS7pol ist ein relativ großes Enzym (ca. 58 kDa), das – ebenso 
wie alle anderen template-abhängigen Nukleinsäure-Polymerasen – eine räumliche 
Struktur besitzt, die einer „rechten Hand“ ähnelt (right hand conformation). Diese be-
steht aus der „Finger“-Domäne (fingers domain, aa 59 - 212, 246 - 304), der „Hand-
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flächen“-Domäne (palm domain, aa 213 - 245, 305 - 406) und der „Daumen“-Domäne 
(thumb domain, aa 407 - 510). Zusätzlich beinhalten alle RdRp’s eine N-terminale 
Domäne (RdRp unique region, aa 1 - 58), die die thumb domain und die fingers do-
main überbrückt. Die thumb domain bildet bei allen RdRp‘s eine Spalte, in der sich 
die konservierten Aminosäuremotive A bis F befinden (active site cleft). Die räum-
liche Struktur der RdRp’s besteht überwiegend aus α-Helices (Zamyatkin et al. 2008, 
Ng et al. 2004, O’Reilly & Kao 1998) (Abb. 10). 
 
 
Abbildung 10: Struktur der Norovirus-NS7
pol
. 
(A) Struktur eines Monomers, (rot) RdRp unique region, (gelb) C-terminale Aminosäuren (Ng et al. 2004). (B) Bin-
dung des Substrats, (rosa) template-RNA-Strang, (gelb) neusynthetisierter RNA-Strang (Zamyatkin et al. 2008). 
(C) Struktur der active site cleft mit den Motiven A-F (Zamyatkin et al. 2008). (D) Struktur eines Dimers (Högbom 
et al. 2009). 
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Die Norovirus-NS7pol liegt in löslicher Form als homodimeres Enzym vor, das 
über hochkonservierte hydrophobe Aminosäuren (Trp29, Pro421, Met430, Ile431) 
stabilisiert wird. Die Dimerisierungsdomäne ist dabei nahe dem Eingang der active 
site cleft lokalisiert, sodass die Dimerisierung vermutlich für die Bindung des Subs-
trats und damit für die enzymatische Aktivität der NS7pol relevant ist (Högbom et al. 
2009, Ng et al. 2004) (Abb. 10). 
Bisher ist der Reaktionsmechanismus der Norovirus-NS7pol noch nicht näher 
erforscht, da aber die right hand conformation der RdRp‘s hochkonserviert ist, lässt 
sich vermuten, dass auch der Reaktionsmechanismus der RdRp’s hochkonserviert 
ist. Demnach durchläuft die NS7pol einen fünfstufigen Reaktionszyklus. Hierbei bin-
det zunächst ein NTP in die active site cleft, das komplementär zum Nukleotid des 
template-RNA-Strangs ist, sodass der „offene Komplex“ entsteht. Danach unterliegt 
die NS7pol einer Konformationsänderung, wodurch sich der „geschlossene Komplex“ 
ausbildet. Daraufhin wird das NTP auf die 3‘-Hydroxygruppe des neusynthetisierten 
RNA-Strangs übertragen. Hierbei entsteht eine Phosphodiesterbindung zwischen 
dem NTP und dem neusynthetisierten RNA-Strang, wodurch ein Pyrophosphat von 
dem NTP abgespalten wird. Anschließend unterliegt die NS7pol einer weiteren Kon-
formationsänderung, wobei der „geschlossene Komplex“ aufgelöst wird. Letztlich wird 
das Pyrophosphat aus der active site cleft freigesetzt (Zamyatkin et al. 2008) (Abb. 
11). 
 
 
Abbildung 11: Reaktionsmechanismus der Norovirus-NS7
pol
. 
(1) Binden des NTP, wodurch der „offene Komplex“ entsteht. (2) Konformationsänderung der NS7
pol
, wodurch der 
„geschlossene Komplex“ entsteht. (3) Übertragen des NTP auf den neusynthetisierten RNA-Strang, wodurch ein 
PPi von dem NTP abgespalten wird. (4) Konformationsänderung der NS7
pol
, wodurch der „geschlossene Kom-
plex“ aufgelöst wird. (6) Freisetzen des PPi. E, enzyme. PPi, pyrophosphate. Rn, RNA containing n NTPs. (nach 
Zamyatkin et al. 2008) 
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Für die Funktionsfähigkeit der NS7pol sind dabei die hochkonservierten Amino-
säuren Ser300 und Asn309 (Motiv B) bedeutend, die Wasserstoffbrückenbindungen 
mit der ebenso hochkonservierten Aminosäure Asp247 (Motiv A) und mit der Ribose 
des NTP ausbilden und dadurch eine Selektion zwischen NTPs und dNTPs ermög-
lichen. Zudem ist die hochkonservierte Aminosäure Arg182 (Motiv F) bedeutend, da 
diese durch Wasserstoffbrückenbindungen mit der α- und der β-Phosphatgruppe des 
NTP die Bindung der NTPs stabilisiert. Darüber hinaus werden zwei Mg2+- oder zwei 
Mn2+-Ionen benötigt, die die Reaktion unterstützen (two-metal-ion mechanism). Hier-
bei koordiniert das Metallion A die hochkonservierten Aminosäuren Asp242 (Motiv 
A), Asp343 und Asp344 (Motiv C), die α-Phosphatgruppe des NTP, die 3‘-Hydroxy-
gruppe des neusynthetisierten RNA-Stranges und ein Wassermolekül. Das Metallion 
B koordiniert die hochkonservierten Aminosäuren Asp242 und Tyr243 (Motiv A) bzw. 
Asp343 (Motiv C) sowie die α-, die β- und die γ-Phosphatgruppe des NTP. Das koor-
dinierte Wassermolekül könnte Wasserstoffbrückenbindungen mit der α-Phosphat-
gruppe des NTP und mit den Phosphodiesterbindungen des neusynthetisierten RNA-
Strangs ausbilden, wodurch das Wassermolekül ein Proton der 3‘-Hydroxygruppe 
des neusynthetisierten RNA-Strangs akzeptieren könnte („basenkatalytische Aktivie-
rung“ des O-Atoms) und damit die Reaktion beschleunigen könnte. Welche Funktion 
die Motive D und E im Reaktionszyklus der NS7pol besitzen, ist bisher aber noch un-
klar (Zamyatkin et al. 2008, O’Reilly & Kao 1998) (Abb. 10). 
Die C-terminalen Aminosäuren der Norovirus-NS7pol (ca. aa 489 - 510) ragen 
– wie bei der Sapovirus-NS7pol und zahlreichen anderen RdRp’s – in die active site 
cleft, wodurch die Aminosäuren die innere α-Helix der thumb domain (aa 435 - 449) 
stabilisieren. Die Aminosäuren sind hierbei aber freibeweglich, sodass diese aus der 
active site cleft verdrängt werden, sobald das Substrat bindet. Es wird vermutet, dass 
die C-terminalen Aminosäuren danach mit anderen Komponenten des Replikations-
komplexes interagieren. Demnach könnten die Aminosäuren bspw. eine Interaktion 
zwischen der NS6pro und der NS7pol vermitteln, da die NS7pol die Funktionsfähigkeit 
der NS6pro nachweislich unterstützt und somit auch die NS6pro die Funktionsfähigkeit 
der NS7pol beeinflussen könnte. Dies wird auch dadurch bestärkt, dass die NS7pol bei 
den Sapoviren und Vesiviren als Bestandteil des Fusionsproteins NS6-7pro-pol vorliegt 
(Högbom et al. 2009, Zamyatkin et al. 2008, Fullerton et al. 2007, Ng et al. 2004) 
(Abb. 10). 
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Die Transkription der genomischen RNA in die antigenomische RNA erfolgt 
bei den Noroviren nach dem primer-abhängigen protein-primed-Mechanismus. Hier-
für besitzt die NS7pol eine Terminale-Transferase-Aktivität, sodass diese ein Poly(U) 
an das NS5VPg anfügen kann. Das NS5VPg-Poly(U) bindet danach an das 3‘-Poly(A) 
der genomischen RNA und dient der NS7pol als primer für die Transkription der anti-
genomischen RNA. Die Transkription der antigenomischen RNA in die genomische 
RNA erfolgt dagegen durch die primer-unabhängige de novo-Initiation. Die NS7pol 
fügt dabei durch die Terminale-Transferase-Aktivität ein Poly(C) an das 3‘-Ende der 
antigenomischen RNA an, auf dem diese dann die Transkription der genomischen 
RNA initiieren kann. Nach welchem Mechanismus die subgenomische RNA von der 
antigenomischen RNA transkribiert wird, ist jedoch unbekannt (Rohayem et al. 2006). 
Da die genomische RNA und die subgenomische RNA bei allen Caliciviren jeweils 
die gleiche hochkonservierte Nukleotidsequenz am 5‘-Ende besitzen, wurde ange-
nommen, dass diese Genomabschnitte als Promotoren für die de novo-Initiation der 
Calicivirus-NS7pol dienen (Simmonds et al. 2008, Bull et al. 2007, Bull et al. 2005). 
Dementgegen konnte aber bereits beobachtet werden, dass die de novo-Initiation bei 
der Norovirus-NS7pol auch sequenzunabhängig erfolgt (Rohayem et al. 2006) (Abb. 
12). 
 
 
Abbildung 12: Transkription der Norovirus-RNA. 
(A) Anfügen eines Poly(U) an das NS5
VPg
 durch die Terminale-Transferase-Aktivität der NS7
pol
, wodurch das 
NS5
VPg
-Poly(U) an das 3‘-Poly(A) der genomischen RNA binden kann und der NS7
pol
 als primer für die Transkrip-
tion der antigenomischen RNA dient. (B) Anfügen eines Poly(C) an das 3‘-Ende der antigenomischen RNA durch 
die Terminale-Transferase-Aktivität der NS7
pol
, sodass die NS7
pol
 auf diesem die primer-unabhängige Transkrip-
tion der genomischen RNA initiieren kann. 
 
Bei den meisten Norovirus-Stämmen des weltweit hauptsächlich zirkulieren-
den Genotyps II.4 ist lediglich die Nukleotidsequenz des VP1 in der „GenBank“ ver-
fügbar. Um die genetische Veränderung der NS7pol untersuchen zu können, generier-
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ten Siebenga et al. (2007) daher die Nukleotidsequenz der Region A der NS7pol (aa 
330 – 430) aus nahezu 600 Stuhlproben der relevanten Subgenotypen II.4-1995, II.4-
2002, II.4-2004, II.4-2006a und II.4-2006b und verglichen diese miteinander. Hierbei 
konnte festgestellt werden, dass die Evolution ausgehend von dem Subgenotyp II.4-
1995 in zwei Richtungen ablief. Demnach stammt von der NS7pol des Subgenotyps 
II.4-1995 einerseits die NS7pol des Subgenotyps II.4-2002 ab, aus der wiederum jene 
des Subgenotyps II.4-2006b entstand. Andererseits fand aber eine Evolution über die 
NS7pol des Subgenotyps II.4-2004 zu jener des Subgenotyps II.4-2006a statt. Dies 
entspricht auch der Evolution, die für das VP1 beobachtet werden kann (Kamel et al. 
2009). Da die von Siebenga et al. (2007) generierten Nukleotidsequenzen nicht in 
der „GenBank“ hinterlegt wurden, ist nicht bekannt, an welchen Positionen sich die 
Veränderungen befinden. Bisher ist auch unbekannt, wie sich die genetische Verän-
derung bei Betrachtung der vollständigen Nukleotidsequenz der NS7pol darstellt. 
Zudem konnten Bull et al. (2010) – jeweils anhand eines Enzyms – feststellen, 
dass die NS7pol-Polymerasen der beiden Subgenotypen II.4-2006a und II.4-2006b im 
Vergleich zur NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 eine etwa anderthalbfach erhöhte 
Enzymaktivität besitzen. Hierbei wird vermutet, dass die Mutation Lys291 → Thr291 
für den Anstieg der Aktivität verantwortlich sein könnte. Die Aminosäure befindet sich 
in der parallelen β-Faltblattstruktur der fingers domain, die aus fünf β-Faltblättern, die 
sehr stark miteinander interagieren, besteht. Innerhalb der β-Faltblattstruktur ist auch 
das Motiv F lokalisiert, dass die Bindung der NTPs in der active site cleft stabilisiert 
(Abb. 10). Darüber hinaus wurde bei dieser Untersuchung eine NS7pol des nur spora-
disch auftretenden Genotyps II.7 mitgeführt, wobei diese im Vergleich zu den NS7pol-
Polymerasen der Subgenotypen II.4-2006a und II.4-2006b eine etwa anderthalbfach 
erhöhte Aktivität aufweist, dafür aber eine etwa vierzigfach niedrigere Mutationsrate 
besitzt. Bull et al. (2010) vermuten demnach, dass eine NS7pol, die eine relativ hohe 
Aktivität und eine hohe Mutationsrate besitzt, das epidemiologische Potential eines 
Stammes bzw. eines Genotyps erhöht. 
 
1.4.3.  Norovirus-Kapsidprotein VP1 
 
Das Kapsid der Caliciviren besteht aus 90 Dimeren des Kapsidproteins VP1 
und aus 1 oder 2 Monomeren des Kapsidproteins VP2. Das Norovirus-VP1 ist ein 
relativ großes Strukturprotein (ca. 56 kDa), das in eine Hüll-Domäne (shell domain, S 
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domain, aa 1 – 225) und in eine nach „außen“ ragende Domäne (protruding domain, 
P domain, aa 226 – 530) unterteilt ist. Die S domain besteht aus einem N-terminalen 
Arm (NTA, aa 1 - 49) und einer hochkonservierten antiparallelen β-Faltblattstruktur 
(aa 50 - 225). Hierbei unterstützt der nach „innen“ ragende NTA das assembly des 
VP1 zu einem ikosaedrischen Kapsid, aus dem die P domain nach „außen“ ragt. Die 
P domain besitzt eine räumliche Struktur, die für virale Proteine „eher“ untypisch ist 
bzw. der der mRNA-Bindedomäne 2 des prokaryotischen Translationselongationsfak-
tors EF-Tu ähnelt. Die P domain ist dabei in einen variablen Bereich (P1 domain, aa 
226 - 278, 406 - 539) und in einen sehr variablen Bereich (P2 domain, aa 279 - 405) 
unterteilt (Chen et al. 2006, Prasad et al. 1999) (Abb. 13). 
 
 
Abbildung 13: Struktur des Norovirus-VP1. 
(A) Struktur eines Monomers. (B) Lokalisation der Dimere im Kapsid. (Chen et al. 2006) 
 
Bei den humanen Noroviren ist die hohe Variabilität der P2 domain vermutlich 
dafür verantwortlich, dass deren Viruspartikel – je nach Genotyp bzw. Subgenotyp – 
mit unterschiedlichen HBGAs interagieren können (Lindesmith et al. 2008, Tan et al. 
2008, Cheetham et al. 2007, Tan & Jiang 2005). Für die Interaktion ist hierbei die P2 
binding pocket bedeutsam, die aus dem hochkonservierten RGX-Motiv (z.B. Arg 287, 
Gly288, Asp289 bei „VA98387“, GII.4-1995 bzw. Arg286, Gly287, Lys288 bei „MOH“, 
GII.5) und drei umgebenden stammspezifischen Aminosäuren (z.B. Asn302, Thr337, 
Gln375 bei „VA98387“; Asn302, Asn340, Glu380 bei „MOH“) besteht. Darüber hinaus 
ist das bei allen humanen Noroviren hochkonservierte NGR-Motiv (Asn263, Gly264, 
Arg265), das sich am Übergang zwischen der P1 und der P2 domain befindet, für die 
korrekte räumliche Struktur der P domain relevant (Tan et al. 2003) (Abb. 13). 
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Nilsson et al. (2003) konnten bei einer immunsupprimierten Patientin, deren 
Immunsystem infolge einer Herztransplantation unterdrückt wurde, eine chronische 
Norovirus-Infektion (Genotyp II.3) beobachten. Hierbei konnten über einen Zeitraum 
von etwa zwei Jahren 11 bleibende Mutationen in der Aminosäuresequenz des VP1 
detektiert werden, von denen sich acht in der P2 domain befanden. Diese Mutationen 
bedingten eine Veränderung in der räumlichen Struktur der P2 domain. Dagegen tra-
ten in der Aminosäuresequenz der nichtsrukturellen Proteine keine bleibenden Muta-
tionen auf. Die P2 domain unterliegt demnach einem erhöhten evolutionären Druck. 
Zudem lässt sich feststellen, dass chronisch infizierte Menschen ein Reservoir für die 
Entwicklung neuer Genotypen darstellen könnten. 
Das VP1 des weltweit hauptsächlich zirkulierenden Genotyps II.4 besitzt im 
Vergleich mit den anderen Genotypen eine nahezu zweifach erhöhte Mutationsrate. 
Zudem trat erstmals mit dem Subgenotyp II.4-2002 die Insertion einer Aminosäure in 
der P2 domain auf, die sich bei den „folgenden“ Subgenotypen festigen konnte (Ala/     
Thr395). Desweiteren konnte erstmals bei dem Subgenotyp II.4-2002 die Mutation 
der in der P2 binding pocket befindlichen Aminosäure Gln376 zu Glu376 beobachtet 
werden, die ebenso bei den „folgenden“ Subgenotypen auftrat. Diese Ereignisse ha-
ben zu einer veränderten Bindung der Viruspartikel an die HBGAs geführt und könn-
ten damit eine Erklärung für die weltweite Zunahme der Norovirus-Infektionen liefern 
(Bull et al. 2010, Lindesmith et al. 2008, Siebenga et al, 2007). 
 
1.5.   Zielstellung der Arbeit 
 
Die humanen Noroviren bilden den Haupterreger der nichtbakteriellen Gastro-
enteritiden, da diese z.B. Ende der 1990er Jahre in Asien, Europa und Nordamerika 
etwa 90 Prozent der Erkrankungen bedingten (Lopman et al. 2003, Fankhauser et al. 
2002, Inouye et al. 2000, Fankhauser et al. 1998). Zudem kann derzeit weltweit eine 
hohe Zunahme der Norovirus-Infektionen beobachtet werden, wobei der Genotyp II.4 
in Europa, Nordamerika und Ozeanien etwa 80 Prozent der Erkrankungen hervorruft 
(Bull et al. 2010, Siebenga et al. 2009, Siebenga et al. 2007). Der Genotyp II.4 führte 
hierbei in den Winterhalbjahren 1995/96, 2002/03, 2004/05 bzw. 2006/07 zahlreiche 
Epidemien auf der Nordhalbkugel herbei. Es konnten dabei jeweils „neue“ genetisch 
veränderte Norovirus-Stämme beobachtet werden, die demzufolge in die Subgeno-
typen II.4-1995, II.4-2002, II.4-2004, II.4-2006a und II.4-2006b eingeordnet wurden 
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(NoV Genotyping Tool, Bull et al. 2010, Siebenga et al. 2009, Siebenga et al. 2007). 
Es wird vermutet, dass die Zunahme der Infektionen hauptsächlich auf der Evolution 
des VP1 beruht, da dieses für die Bindung der Viruspartikel an die HBGAs relevant 
ist. So besitzt das VP1 des Genotyps II.4 im Vergleich mit anderen Genotypen eine 
etwa zweifach erhöhte Mutationsrate. Desweiteren trat erstmals mit dem Subgenotyp 
II.4-2002 die Insertion einer Aminosäure in der P2 domain und der Austausch einer 
Aminosäure in der P2 binding pocket auf. Diese Faktoren haben eine veränderte und 
damit möglicherweise eine verbesserte Bindung der Viruspartikel an die HBGAs be-
wirkt (Bull et al. 2010, Lindesmith et al. 2008, Siebenga et al. 2007). Im Gegensatz zu 
dem bereits sehr intensiv untersuchten VP1 ist die Nukleotidsequenz der nichtstruk-
turellen Proteine bei den meisten Stämmen des Genotyps II.4 nicht oder nur teilweise 
bekannt, wobei dann zumeist auch nur eine partielle Nukleotidsequenz der NS7pol in 
der „GenBank“ hinterlegt wurde. Darüber hinaus bestehen lediglich unvollständige 
Erkenntnisse über eine Zunahme der Enzymaktivität der NS7pol ausgehend von dem 
Subgenotyp II.4-1995 (Bull et al. 2010). Demnach kann bisher keine bzw. keine ein-
deutige Aussage über die Evolution der nichtstrukturellen Proteine und deren Ein-
fluss auf die Zunahme der Infektionen getroffen werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit werden daher die beiden nichtstrukturellen Proteine 
NS6pro und NS7pol der fünf epidemiologisch relevanten Subgenotypen II.4-1995, II.4-
2002, II.4-2004, II.4-2006a und II.4-2006b näher untersucht, da diese die wichtigsten 
Enzyme im Replikationszyklus der Noroviren darstellen. Hierbei wird die Arbeitshypo-
these aufgestellt, dass in dem Zeitraum von 1995 bis 2006 eine Evolution innerhalb 
der NS6pro und der NS7pol erfolgte, die jeweils zu einer erhöhten Aktivität der Enzyme 
geführt und damit zu der Zunahme der Infektionen beigetragen hat. Zur Überprüfung 
dieser Hypothese werden in einem ersten Arbeitsschritt von den oben aufgeführten 
Subgenotypen die Nukleotidsequenzen der NS6pro und der NS7pol aus jeweils einer 
(bereits typisierten) Stuhlprobe generiert und die Nukleotidsequenzen der einzelnen 
Subgenotypen „alignt“. Im zweiten Arbeitsschritt werden die Enzyme exprimiert und 
deren Aktivität in einem entsprechenden Enzym-Assay bestimmt. Desweiteren wird 
der Zusammenhang zwischen der Aktivität der Enzyme und der Position der verän-
derten Aminosäuren diskutiert. 
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2.   MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1.   Material 
2.1.1.  Bioinformatische Software & Tools 
 
Software Entwickler 
Amplify 1.2 B. Engels (University of Wisconsin) 
ClustalX 1.81 D. Higgins (University College Dublin) 
 J. Thompson (CNRS France) 
 T. Gibson (EMBL Europe) 
DNA Strider 1.4x-4c C. Marck (CEA France) 
EditView 1.0.1 Applied Biosystems 
GraphPad Prism
®
 5 GraphPad Software 
NoV Genotyping Tool 1.0 H. Vennema, A. Kroneman, M. Koopmans (RIVM) 
 MyBioData 
PAUP 4.0b10 D. Swofford (Florida State University) 
 Sinauer Associates 
PHYRE Server 0.2 L. Kelley, R. Bennett-Lovsey, A. Herbert, K. Fleming (Imperial College London) 
PyMOL v0.99 DeLano Scientific 
 
2.1.2.  Geräte 
 
Gerät Modell Hersteller 
Autoklav VARIOKLAV  400 E Thermo Scientific 
Brutschrank Serie 6000 Heraeus 
Eismaschine AF10 Scotsman 
Filtrationseinheit Reusable Bottletop Filter Holder (500 ml) Nalgene 
FPLC-Anlage ÄKTAprime
TM
 plus Amersham Biosciences 
FPLC-Säulen   
     Entsalzung HiPrep
TM
 26/10 Desalting Amersham Biosciences 
     Gelfiltration HiLoad
TM
 16/60 Superdex
TM
 200 prep grade Amersham Biosciences 
     Ionenaustausch HiTrap
TM
 SP FF (5 ml) Amersham Biosciences 
Geldokumentationssystem Gel Doc 2000 Bio-Rad 
Gelelektrophoresesysteme   
     Agarose Sub-Cell
®
 GT (15 cm × 15 cm) Bio-Rad 
 SuperSub (20 cm × 25 cm) Hoefer 
     Polyacrylamid Mighty Small II SE250 Hoefer 
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Gerät Modell Hersteller 
Heizblock Block Heater Stuart Scientific 
 Blockthermostat BT 100 Kleinfeld Labortechnik 
HPLC-Anlage ÄKTApurifier
TM
 Amersham Biosciences 
HPLC-Säule YMC-Pack ODS-AQ (150 mm × 4,6 mm) YMC 
Kippschwenker 348/1 Karl Hecht 
 DUOMAX 1030 Heidolph 
Klammer (Dialyse) Universal Closures (50 mm) Spectrum Laboratories 
Magnetrührer KMO 2 basic IKA Labortechnik 
 MR Hei-Tec [ ] Heidolph 
Mikrowelle HMT 8621 Bosch 
Minifuge Galaxy Mini VWR 
PCR-Cycler GeneAmp
®
 PCR System 2400 Applied Biosystems 
 GeneAmp
®
 PCR System 9700 Applied Biosystems 
 Mastercycler
®
 gradient Eppendorf 
 Mastercycler
®
 personal Eppendorf 
pH-Messgerät SevenEasy
TM
 Mettler Toledo 
Photometer BioPhotometer Eppendorf 
Plattenlesegerät Infinite
®
 F200 Tecan 
Power Supply EPS 300 Amersham Biosciences 
 EPS 600 Amersham Biosciences 
 EPS 3500 Amersham Biosciences 
 EPS 3501 Amersham Biosciences 
 EV231 Consort 
Schüttelinkubator Classic Series C24 Incubator Shaker New Brunswick Scientific 
 Minitron
®
 Infors HT 
Schüttler CERTOMAT
®
 MO Sartorius 
 KL-2 Swip Edmund Bühler 
 KS 501 digital IKA Labortechnik 
Schwimmer (Dialyse) Slide-A-Lyzer
®
 Buoys Pierce 
Semi Dry Blotter V20-SDB Scie-Plas 
Sequenzierer ABI PRISM
®
 3100-Avant Genetic Analyzer Applied Biosystems 
Sterilbank antair BSK W. H. Mahl 
Tischzentrifuge Biofuge
®
 fresco Heraeus 
 Centrifuge 5417C Eppendorf 
Ultraschallgerät Sonifier
®
 250 Branson 
 SONOPULS HD70 Bandelin 
Vakuumkonzentrator RVC 2-18 Christ 
Vakuumpumpe PC 2004 VARIO Vacuubrand 
Vortexer Vortex-Genie
®
 2 Scientific Industries 
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Gerät Modell Hersteller 
Waage BP 2100 S Sartorius 
Wasserbad WB 7 Memmert 
Zentrifugen Avanti
TM 
HP-25 Centrifuge Beckman Coulter 
 Avanti
TM
 J-20 Centrifuge Beckman Coulter 
 Multifuge
®
 4 KS-R Heraeus 
 
2.1.3.  Verbrauchsmaterial 
 
Material Modell Hersteller 
Eppendorf-Tubes   
     DNA, E. coli, Protein Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Biozym 
     RNA SafeSeal Micro Tubes (1,5 ml) Sarstedt 
Falcons CELLSTAR
®
 TUBES (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One 
Filterpapier Gel-Blotting-Papier Hartenstein 
Küvetten   
     E. coli, Protein Einmal-Küvetten Hartenstein 
     DNA, RNA UVette
®
 Eppendorf 
Mikrotiterplatten BRANDplates
TM
 pureGrade
TM 
Brand 
Nadeln Microlance
TM
 3 (1,1 mm × 50 mm) BD 
PCR-Tubes PCR-SOFTSTRIPS (200 µl) Biozym 
 PCR TUBES (200 µl) Biozym 
Petrischalen Petrischalen (90 mm × 14 mm) VWR 
Polypropylensäulen Polypropylene Columns (5 ml) Qiagen 
Röhrchen (FPLC) Röhren (5 ml) Sarstedt 
Spritzen Discardit
TM
 II (5 ml) BD 
 
2.1.4.  Kommerzielle Systeme 
 
System Hersteller 
Amicon
®
 Ultra Centrifugal Filters Ultracel - 10K (15 ml) Millipore 
Amicon
®
 Ultra Centrifugal Filters Ultracel - 30K (4 ml) Millipore 
BCA
TM
 Protein Assay Kit Pierce 
BigDye
®
 Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems 
Dialysis tubing, high retention seamless cellulose tubing (40 mm × 25 mm) Sigma-Aldrich 
DpnI (10 U/µl) MBI Fermentas 
DyeEx
TM
 2.0 Spin Kit Qiagen 
GoTaq
®
 Flexi DNA Polymerase (5 U/µl) Promega 
Herculase
® 
Hotstart DNA Polymerase (5 U/µl) Stratagene 
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System Hersteller 
Hybond
TM
 ECL
TM
 Amersham Biosciences 
In-Fusion
TM
 PCR Cloning Kit Clontech 
InhibitEx
®
 Qiagen 
Lysozyme from hen egg white (85400 U/mg) Fluka 
NcoI (10 U/µl) MBI Fermentas 
Ni-NTA His-Bind
®
 Resin Novagen 
NL 17 Membrane Filter (Polyamide) (0,45 µm, ø 50 mm) Whatman 
QIAamp
®
 DNA Stool Mini Kit Qiagen 
QIAprep
®
 Spin Miniprep Kit Qiagen 
QIAquick
®
 PCR Purification Kit Qiagen 
Quant-iT
TM
 RiboGreen
®
 RNA Assay Kit Invitrogen 
Proteinase K Qiagen 
rRNasin
®
 RNase Inhibitor (40 U/μl) Promega 
S1 Nuclease (100 U/µl) Promega 
SuperScript
TM
 III One-Step RT-PCR System / 
Platinum
®
 Taq DNA Polymerase 
Invitrogen 
SuperScript
TM
 III Reverse Transcriptase (200 U/µl) Invitrogen 
XhoI (10 U/µl) MBI Fermentas 
Zero Blunt
®
 TOPO
®
 PCR Cloning Kit Invitrogen 
 
2.1.5.  Reagenzien 
 
Reagenz Hersteller 
Acetonitril Roth 
Acrylamidlösung (30%) Rotiphorese
®
 Gel A Roth 
Acrylamid-, Bisacrylamidlösung (40%, 19:1) Rotiphorese
®
 Gel 40 Roth 
Agarose SeaKem
®
 LE Lonza 
Ammoniumsulfat Merck 
APS (Ammoniumpersulfat) Sigma-Aldrich 
ATP (Adenosintriphosphat) (100 mM) Jena Biosciences 
β-Mercaptoethanol Roth 
BCIP X-PHOS disodium salt (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat) Gerbu 
Bisacrylamidlösung (2%) Rotiphorese
®
 Gel B Roth 
Borsäure Roth 
Brilliant Blue G Sigma-Aldrich 
Bromphenol Blue sodium salt Sigma-Aldrich 
CTP (Cytidintriphosphat) (100 mM) Jena Biosciences 
DMF (N,N-Dimethylformamid) Sigma-Aldrich 
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Reagenz Hersteller 
dNTPs (Desoxynukleosidtriphosphate) PCR Nucleotide Mix (je 10 mM) Promega 
DTT (Dithiothreitol) AppliChem 
EDTA disodium salt (Ethylendiamintetraacetat) VWR 
Essigsäure Merck 
Ethanol J. T. Baker 
Ethidiumbromidlösung (1%) Roth 
D-(+)-Glucose Merck 
Glycerol Roth 
Glycin Roth 
GTP (Guanosintriphosphat) (100 mM) Jena Biosciences 
H2O UltraPure
TM
 DNase/RNase-Free Distilled Water Invitrogen 
HCl (Salzsäure) Merck 
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure) Roth 
Imidazol Roth 
IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid) Roth 
Isopropanol Merck 
Kanamycinsulfat Roth 
KCl (Kaliumchlorid) Fluka 
KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat) Merck 
LB Agar Difco
TM
, Miller (Luria-Bertani) BD 
LB Broth Base (Lennox L Broth Base) Invitrogen 
Magermilchpulver Saliter 
Methanol Merck 
MgCl2 × 6 H2O (Magnesium(II)-chlorid-Hexahydrat) Merck 
MgSO4 × 7 H2O (Magnesium(II)-sulfat-Heptahydrat) Roth 
MnCl2 × 4 H2O (Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat) Merck 
NaCl (Natriumchlorid) Merck 
Na2HPO4 × 2 H2O (Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat) Merck 
NaOH (Natriumhydroxid) Merck 
NBT chloride (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) Gerbu 
NiSO4 × 6 H2O (Nickel(II)-sulfat-Hexahydrat) Roth 
SDS Pellets (Natriumlaurylsulfat, sodium dodecyl sulfate) Roth 
TEMED (N,N,N’,N-Tetramethylethylendiamin) Roth 
TFA (Trifluoressigsäure) Merck 
TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Roth 
Triton
®
 X-100 AppliChem 
Tween
®
 20 Serva 
UTP (Uridintriphosphat) (100 mM) Jena Biosciences 
Xylene Cyanol FF Sigma-Aldrich 
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2.1.6.  Nukleinsäuren 
2.1.6.1.  Marker 
 
Marker Hersteller 
GeneRuler
TM
 DNA Ladder Mix MBI Fermentas 
λ-DNA (50 ng/µl) MBI Fermentas 
siRNA Marker New England Biolabs 
 
2.1.6.2.  Primer 
 
Die Primer wurden von der Firma biomers.net bezogen. Norovirus-spezifische 
Nukleotidsequenzen sind durch Großbuchstaben, allgemeine und vektorspezifische 
Nukleotidsequenzen durch Kleinbuchstaben dargestellt. 
 
Primer Sequenz (5‘→3‘) 
allgemein 
M13-for gtaaaacgacggccag 
M13-rev caggaaacagctatgac 
Oligo(dT) tttttttttttttttttttttttttttttt 
T7-Promotor-for taatacgactcactataggg 
T7-Terminator-long-rev ccgtttagaggccccaaggggttatgc 
Genotyp I.2 
485-Nor-GI.2-ORF1-for CAGTCGGTGTGTACTGCCTCTGTC 
486-Nor-GI.2-ORF2-rev CAAAATATCACCGGGGGTATTATTAGGGG 
503-Nor-GI.2-ORF1-seq-for CAACGCCTTCTCCCGCAGG 
504-Nor-GI.2-ORF2-seq-rev CATACATTTCAAGGCCCCCTG 
505-Nor-GI.2-ORF1-seq-for CCCCTAACCAGCATAGCCATC 
506-Nor-GI.2-ORF1-seq-rev GTTATTAACCAATGGTTTATACTG 
507-Nor-GI.2-ORF1-seq-for CAACCAAGACCAAATTCTGG 
508-Nor-GI.2-NS7-NcoI-for aggagatataccatgaagGGCGGTGACAAAGGTC 
509-Nor-GI.2-NS7-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagGACGCCATCATCATTTAC 
528-Nor-GI.2-NS6-NcoI-for aggagatataccatgaagTACAATGAGAAGATCAGTTTTGAGGCGCCCC 
529-Nor-GI.2-NS6-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagACCTTTGTCACCGCCTTCAAG 
Genotyp I.b / I.6 
487-Nor-GI.b-ORF1-for GAAGGCAAGAACAAAGG 
488-Nor-GI.6-ORF2-rev CAATCATATTAACTTGCCCAGCTGTTGC 
530-Nor-GI.b-ORF1-for CCCAGGTGATTGTGGTGCACCCTATGTC 
531-Nor-GI.b-ORF1-rev CTTAGACGCCATCATCATTTAC 
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Primer Sequenz (5‘→3‘) 
557-Nor-GI.b-NS7-NcoI-for aggagatataccatgaagGGAGGTGACAAAGGCCACTATG 
558-Nor-GI.b-NS7-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagGACGCCATCATCATTTAC 
559-Nor-GI.b-NS6-NcoI-for aggagatataccatgaagTACAATGAGAGGATCAACTTTG 
560-Nor-GI.b-NS6-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagGTGGCCTTTGTCACCTCCTTC 
563-Nor-GI.b-ORF1-seq-for CATGGAGTTACAGCGATGCATG 
564-Nor-GI.b-ORF1-seq-rev GGGGTCTGAGTGGTTGGGC 
586-Nor-GI.b-ORF1-for CAACTTTGAAGCGCCCCCCACC 
587-Nor-GI.b-ORF1-rev CATAGTGGCCTTTGTCACCTCC 
Genotyp II.3 
081-Nor-GII-ORF1-rev TCGACGCCATCTTCATTCAC 
489-Nor-GII.3-ORF1-for GTGCCCCAAGCCCCGAGATG 
490-Nor-GII.3-ORF2-rev CCACCTGCATAACCATTG 
534-Nor-GII.3-ORF1-for CACCAGGTGACTGTGGGTGCCCC 
544-Nor-GII.3-NS7-NcoI-for aggagatataccatgaagGGAGGTGACGACAAGGGCAC 
545-Nor-GII.3-NS7-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagTTCGACGCCATCTTCATTC 
552-Nor-GII.3-ORF1-seq-for GGTGGGAAAGATCCACGTG 
553-Nor-GII.3-ORF1-seq-rev CTTTGCTCCAGCTTTCCAAAC 
554-Nor-GII.3-NS6-NcoI-for aggagatataccatgaagTACAATGAGAGGATAGATTTTGAAGCGCCCC 
555-Nor-GII.3-NS6-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagGCCCTTGTCGTCACCTCCCTCAAGAG 
Genotyp II.4 
041-Nor-GII.4-ORF2-rev CGTGAGGACTCGACAAGAGA 
436-Nor-GII.4-ORF1-for CGGTTTAGTCACAGGTTCTG 
496-Nor-GII.4-ORF1-seq-for CTCATGCCCCTAGCAGCTAG 
497-Nor-GII.4-ORF2-seq-rev GCTCCATAGTATTTCACCTG 
498-Nor-GII.4-ORF1-seq-for GGTAAGCCACCAAAGCCAAG 
499-Nor-GII.4-ORF1-seq-rev CCCCTAGTCCAGTACATTTG 
501-Nor-GII.4-NS7-NcoI-for aggagatataccatgaagGGTGGTGACAGTAAGGGAAC 
502-Nor-GII.4-NS7-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagTTCGACGCCATCTTCATTC 
526-Nor-GII.4-NS6-NcoI-for aggagatataccatgaagTACAATGAGAAACTCAGTTTTGAGGCCCC 
527-Nor-GII.4-NS6-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagTCCCTTACTGTCACCACCTTC 
Genotyp II.b 
081-Nor-GII-ORF1-rev TCGACGCCATCTTCATTCAC 
545-Nor-GII.3-NS7-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagTTCGACGCCATCTTCATTC 
561-Nor-GII.b-ORF1-for CGTGGTCATTGGAGTCCACAC 
562-Nor-GII.b-NS7-NcoI-for aggagatataccatgaagGGTGGCGACAACAAGGGAAC 
571-Nor-GII.b-ORF1-rev GTTCCCTTGTTGTCGCCACC 
577-Nor-GII.b-ORF1-seq-for CAACTTCCAGCGGCCACCC 
578-Nor-GII.b-ORF1-seq-rev CCTCATGGTTTGGTCCCCTG 
604-Nor-GII-ORF1-for GATGARGAGTAYGAYGAG 
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Primer Sequenz (5‘→3‘) 
605-Nor-GII-ORF1-for TTYGARGCSCCMCCDAGC 
608-Nor-GII.b-NS6-NcoI-for aggagatataccatgaagTACAATGAGAGACTTAGTTTCGAGGCTCCAC 
609-Nor-GII.b-NS6-XhoI-rev ggtggtggtgctcgagTCCCTTGTTGTCGCCACCTTCTAGCATGGC 
 
2.1.6.3.  Vektoren 
 
Vektor Hersteller 
pCR
®
-Blunt II-TOPO
®
 Invitrogen 
pET-28b(+) Novagen 
 
2.1.6.4.  Plasmide 
 
Plasmid Hersteller 
003-pUS-Nor-GII.4-1995-dNS5-NS6-dtNS7/pET-28b(+) Calicilab, Institut für Virologie, TUD 
004-pUS-Nor-GII.4-1995-dNS5-mNS6-dtNS7/pET-28b(+) Calicilab, Institut für Virologie, TUD 
042-pKH-Nor-GII.4-1995-tNS7/pET-28b(+) Calicilab, Institut für Virologie, TUD 
045-pIR-Nor-GII.4-1995-mtNS7/pET-28b(+) Calicilab, Institut für Virologie, TUD 
 
2.1.6.5.  ssRNA 
 
RNA Sequenz (5‘→3‘) Hersteller 
ssR-083-Nor-GII GUCGUUAGACGCCAUCUUCAUUCAC Calicilab, Institut für Virologie, TUD 
ssR-088-Nor-GI GUCUUUCGACGCCAUCAUCAUUCAC Calicilab, Institut für Virologie, TUD 
 
2.1.6.6. dsRNA 
 
RNA Sequenz Hersteller 
dsR-035-FCV 
UAAGCACGAAGCUCAGAGUCCCCC 
Calicilab, Institut für Virologie, TUD 
AUUCGUGCUUCGAGUCUCAGGGGG 
 
2.1.7.  Proteine 
2.1.7.1.  Marker 
 
Marker Hersteller 
PageRuler
®
 Prestained Protein Ladder MBI Fermentas 
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2.1.7.2.  Antikörper 
 
Antikörper Hersteller 
Goat Anti-Mouse IgG (H+L) AP Conjugate Promega 
Goat Anti-Rabbit IgG (whole molecule) AP Conjugate Sigma-Aldrich 
Mouse Anti-Penta-His Qiagen 
Rabbit Anti-Nor-GI-NS6
 
Calicilab, Institut für Virologie, TUD 
Rabbit Anti-Nor-GII-NS6
 
Calicilab, Institut für Virologie, TUD 
 
2.1.7.3.  Peptide 
 
Peptid Sequenz (N→C) Hersteller 
Nor-GII.4-1995-NS3/4 H-RLDEFELQGPALTTF-OH JPT 
Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET DABCYL-RLDEFELQGPALTTF-Glu(EDANS) Invitrogen, JPT 
 
2.1.8.  Bakterien 
 
Bakterien Hersteller 
E. coli BL21(DE3) Novagen 
E. coli DH5α  
E. coli Fusion Blue
TM
 Clontech 
E. coli One Shot
®
 TOP10 Invitrogen 
 
2.1.9.  Stuhlproben 
 
(Sub-) Genotyp / Stamm Stuhlprobe Herkunft 
GI.2 OB2006-029-0202 RIVM, Bilthoven, NLD 
GI.6 OB2007-180-1030 RIVM, Bilthoven, NLD 
GII.3 OB2006-021-0118 RIVM, Bilthoven, NLD 
GII.4-1995 OB2001-058-0053 RIVM, Bilthoven, NLD 
GII.4-2002 EP2002-022-01 RIVM, Bilthoven, NLD 
GII.4-2004 OB2004-039-0317 RIVM, Bilthoven, NLD 
GII.4-2006a OB2006-070-0474 RIVM, Bilthoven, NLD 
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2.1.10. Puffer, Lösungen und Medien 
 
Puffer / Lösung / Medium Zusammensetzung 
Antikörperlösung (1:1000) 30 ml Blockierungslösung 
 30 µl Antikörper 
AP-Puffer 100 mM TRIS 
 100 mM NaCl 
 5 mM MgCl2 × 6 H2O 
AP-Substrat-Gemisch 10 ml AP-Puffer 
 66 µl NBT 
 33 µl BCIP 
APS (Stammlösung) 10% APS 
BCIP (Stammlösung) 20 mg/ml BCIP 
  in PBS 
Bindungspuffer 500 mM NaCl 
 20 mM TRIS 
 5 mM Imidazol 
  pH 8,0 
Blockierungslösung 5% (w/v) Magermilchpulver 
  in PBS-Tween 
Chargepuffer 100 mM NiSO4 × 6 H2O 
Coomassie-Entfärbelösung 25% Methanol 
 10% Essigsäure 
Coomassie-Färbelösung 42% Methanol 
 17% Essigsäure 
 0,1% (w/v) Brilliant Blue G 
6× DNA-Ladepuffer 30% Glycerol 
 0,25% (w/v) Bromphenolblau 
 0,25% (w/v) Xylencyanol 
Elutionspuffer 1 M Imidazol 
 500 mM NaCl 
 20 mM TRIS 
  pH 8,0 
IPTG (Stammlösung) 1 M IPTG 
Kanamycin (Stammlösung LB-Agar) 25 mg/ml Kanamycin 
Kanamycin (Stammlösung LB-Medium) 50 mg/ml Kanamycin 
LB-Agar 4% (w/v) LB Agar 
  autoklavieren 
 0,1% Antibiotikum 
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Puffer / Lösung / Medium Zusammensetzung 
LB-Medium 2% (w/v) LB Broth Base 
 0,1% (w/v) NaCl 
  autoklavieren 
 0,1% Antibiotikum 
NBT (Stammlösung) 50 mg/ml NBT 
  in 70% DMF 
10× NS6-Assay-Puffer 150 mM NaCl 
 40 mM TRIS 
  pH 7,2 
NS6-Assay-Reversed-Phase-Puffer A 0,1% TFA 
NS6-Assay-Reversed-Phase-Puffer B 65% Acetonitril 
 0,1% TFA 
NS6-Assay-Stopplösung 0,1% TFA 
NS6-Gelfiltrationspuffer 150 mM NaCl 
 40 mM TRIS 
  pH 7,2 
  sterilfiltrieren, entgasen 
NS6-Ionenaustauschpuffer A 20 mM TRIS 
  pH 7,2 
  sterilfiltrieren, entgasen 
NS6-Ionenaustauschpuffer B 1 M NaCl 
 20 mM TRIS 
  pH 7,2 
  sterilfiltrieren, entgasen 
NS6-Resuspensionspuffer 0,5% Triton
®
 X-100 
  in NS6-Gelfiltrationspuffer 
5× NS7-Assay-Puffer 250 mM HEPES 
 25 mM MnCl2 × 4 H2O 
 5 mM DTT 
  pH 7,6 
NS7-Assay-Stopplösung 500 mM EDTA 
  pH 8,0 
NS7-Entsalzungspuffer 100 mM NaCl 
 25 mM TRIS 
 1 mM EDTA 
 1 mM DTT 
  pH 7,4 
  sterilfiltrieren, entgasen 
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Puffer / Lösung / Medium Zusammensetzung 
NS7-Resuspensionspuffer 1% Triton
®
 X-100 
  in PBS 
PAGE-Ethidiumbromidlösung 0,001% Ethidiumbromidlösung 
PBS 137 mM NaCl 
 6,5 mM Na2HPO4 × 2 H2O 
 2,7 mM KCl 
 1,5 mM KH2PO4 
  pH 7,4 
PBS-Tween 0,1% Tween
®
 20 
  in PBS 
2× Protein-Ladepuffer 100 mM TRIS 
 24% Glycerol 
 8% (w/v) SDS 
 2% β-Mercaptoethanol 
 0,02% (w/v) Brilliant Blue G 
6× Protein-Ladepuffer 350 mM TRIS 
 36% Glycerol 
 10% (w/v) SDS 
 5% β-Mercaptoethanol 
 0,025% (w/v) Bromphenolblau 
  pH 6,8 
6× RNA-Ladepuffer 50% Glycerol 
 0,05% (w/v) Bromphenolblau 
 0,05% (w/v) Xylencyanol 
  in 1× TBE-Puffer 
SDS-Lösung 10% (w/v) SDS 
SDS-PAGE-Laufpuffer 192 mM Glycin 
 25 mM TRIS 
 0,1% (w/v) SDS 
4× SDS-PAGE-Sammelgelpuffer 500 mM TRIS-HCl 
  pH 6,8 
4× SDS-PAGE-Trenngelpuffer 1,5 M TRIS-HCl 
  pH 8,8 
SOC-Medium 20 mM Glucose 
 10 mM MgCl2 × 6 H2O 
 10 mM MgSO4 × 7 H2O 
  in LB-Medium 
  sterilfiltrieren 
  autoklavieren 
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Puffer / Lösung / Medium Zusammensetzung 
TAE-Puffer 40 mM TRIS 
 20 mM Essigsäure 
 1 mM EDTA 
  pH 8,3 
10× TBE-Puffer 1 M TRIS 
 850 mM Borsäure 
 10 mM EDTA 
  pH 8,3 
TE-Puffer 10 mM TRIS 
 100 µM EDTA 
  pH 8,0 
Transferpuffer 150 mM Glycin 
 25 mM TRIS 
 10% Methanol 
Waschpuffer 500 mM NaCl 
 60 mM Imidazol 
 20 mM TRIS 
  pH 8,0 
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2.2.  Methoden 
2.2.1.  Nukleinsäure-Techniken 
2.2.1.1.  Nukleinsäure-Extraktion 
 
Mithilfe des „QIAamp® DNA Stool Mini Kit“ werden alle Nukleinsäuren extra-
hiert, die in einer Stuhlprobe enthalten sind (humane, bakterielle & virale DNA bzw. 
RNA). Hierfür werden 200 Mikroliter bzw. 200 Milligramm der Stuhlprobe in einem 
Lysispuffer resuspendiert, der die humanen und bakteriellen Zellen zerstört. Durch 
die Zugabe einer Tablette „InhibitEXTM“ werden die Substanzen aus der Stuhlprobe 
entfernt, die die Nukleinsäuren degradieren könnten bzw. einen RT-Schritt oder eine 
RT-PCR inhibieren könnten (z.B. Gallensalze, komplexe Polysaccharide). Nach dem 
Verdau der humanen, bakteriellen und viralen Proteine mittels Proteinase K erfolgt 
die Adsorption der Nukleinsäuren an eine Silikagel-Membran. Abschließend werden 
die Nukleinsäuren mit zwei verschiedenen Waschpuffern gereinigt und mit einem 
Elutionspuffer von der Silikagel-Membran isoliert. Nach der Extraktion werden die 
Nukleinsäuren mit 2 Mikroliter „rRNasin® RNase Inhibitor“ versetzt. 
 
2.2.1.2.  Reverse Transkription (RT) 
2.2.1.2.1. RT-Schritt 
 
Durch Einsetzen der „SuperScriptTM III Reverse Transcriptase“ werden geringe 
RNA-Mengen effizient in cDNA überschrieben, da die SuperScriptTM III eine Mutante 
der Reversen Transkriptase des Moloney-Maus-Leukämie-Virus (Mo-MLV) darstellt, 
die eine verringerte RNase-H-Aktivität und eine erhöhte Temperaturstabilität besitzt. 
Hierbei wird der RNA-Mix für 5 Minuten bei 65°C und für mindestens 1 Minute auf Eis 
inkubiert. Nach Zufügen des Enzym-Mix erfolgt die RT für 1 Stunde bei 50°C und die 
Inaktivierung der SuperScriptTM III für 15 Minuten bei 70°C. 
 
RNA-Mix  Enzym-Mix 
Komponente Volumen  Komponente Volumen 
Nukleinsäure-Extrakt (10 pg - 5 µg) 5 µl   5× First-Strand Buffer 4 µl  
Reverse-Primer (10 pmol/µl) 5 µl   DTT (100 mM) 1 µl  
dNTPs (je 10 mM) 1 µl   rRNasin
® 
(40 U/µl) 1 µl  
RNase-freies H2O 1 µl   SuperScript
TM
 III (200 U/µl) 2 µl  
 12 µl    8 µl  
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2.2.1.2.2. One-Step-RT-PCR 
 
Mithilfe des „SuperScriptTM III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq 
DNA Polymerase“ können der RT-Schritt mit der SuperScriptTM III und eine PCR mit 
der Platinum® Taq in einem Reaktionsansatz durchgeführt werden, wobei aber die 
Platinum® Taq erst nach der RT durch einen Hitzeschritt aktiviert wird (hot start). Die 
Platinum® Taq generiert sticky-end-PCR-Produkte mit einer relativ hohen Fehlerrate 
(10-4 - 10-5 Fehler / bp PCR-Produkt). Die PCR-Produkte werden mit dem „QIAquick® 
PCR Purification Kit“ aufgereinigt. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
Nukleinsäure-Extrakt (10 fg - 1 µg) 5 µl  
2× Reaction Mix 25 µl  
Forward-Primer (10 pmol/µl) 1 µl  
Reverse-Primer (10 pmol/µl) 1 µl  
SuperScript
TM
 III / Platinum
®
 Taq 2 µl  
RNase-freies H2O 16 µl  
 50 µl  
 
Protokoll RT-PCR 
Schritt Zyklen Temperatur Dauer 
RT-Schritt Synthese 1 50°C   30 min 
hot start  1 94°C     2 min 
PCR Denaturierung 40 - 60 94°C   15 sec 
 Annealing  x °C   30 sec 
 Synthese  68°C 
 
   1 min / kb PCR-Produkt 
    + 5 sec / Zyklus 
  1 68°C     5 min 
 
2.2.1.3.  PCR 
 
Unter Zuhilfenahme der „Herculase® Hotstart DNA Polymerase” können blunt-
end-PCR-Produkte mit einer relativ geringen Fehlerrate amplifiziert werden, da die 
Herculase® ein Gemisch aus einer Taq- und einer Pfu-Polymerase darstellt und die 
Pfu-Polymerase eine 3’-5’-proofreading-Aktivität besitzt (10-6 Fehler / bp PCR-Pro-
dukt). Erfolgt die PCR ausgehend von einer zuvor in E. coli vermehrten Plasmid-
DNA, wird dem Reaktionsansatz im Anschluss 1 Mikroliter DpnI zugefügt und dieser 
für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die Restriktionsendonuklease DpnI (Typ IV) bewirkt, 
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dass die bakterielle DAM-methylierte Plasmid-DNA, die bei der Klonierung der PCR-
Produkte ebenso in die E. coli-Zellen transformiert werden würde, abgebaut wird. Die 
PCR-Produkte werden mit dem „QIAquick® PCR Purification Kit“ aufgereinigt. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
cDNA, Plasmid-DNA (1 ng - 1 µg) 2 µl  
10× Herculase
®
 Reaction Buffer 5 µl  
Forward-Primer (10 pmol/µl) 3 µl  
Reverse-Primer (10 pmol/µl) 3 µl  
dNTPs (je 10 mM) 2,5 µl  
DMSO 1,5 µl  
Herculase
®
 (5 U/µl) 1 µl  
DNase-freies H2O 32 µl  
 50 µl  
 
Protokoll PCR 
Schritt Zyklen Temperatur Dauer 
hot start 1 94°C     1 min 
Denaturierung 30 - 60 94°C   10 sec 
Annealing   x °C   30 sec 
Synthese  68°C 
 
   1 min / kb PCR-Produkt 
   + 5 sec /Zyklus 
 1 68°C     5 min 
 
2.2.1.4.  Restriktionsverdau 
 
Restriktionsendonukleasen des Typs II, die sich dadurch auszeichnen, dass 
diese spezifische Nukleotidsequenzen erkennen und spalten, erlauben die gezielte 
Linearisierung von Vektoren. Hierfür wird der Reaktionsansatz mit einem geeigneten 
Restriktionspuffer über Nacht bei 37°C inkubiert. Die linearisierten Vektoren werden 
mit dem „QIAquick® PCR Purification Kit“ aufgereinigt. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
Restriktionsenzym 1 (10 U/µl) 2 µl  
Restriktionsenzym 2 (10 U/µl) 2 µl  
10× Restriktionspuffer 5 µl  
Vektor (1 µg - 10 µg) 20 µl  
DNase-freies H2O 21 µl  
 50 µl  
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2.2.1.5.  Agarose-Gelelektrophorese 
 
Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese kann die Größe, die Konzentration und 
die Reinheit von PCR-Produkten und linearisierten Vektoren überprüft werden. Hier-
für werden 1 bis 10 Mikroliter des Reaktionsansatzes mit 1 bis 2 Mikroliter 6× DNA-
Ladepuffer versetzt und bei konstanter Spannung (SubCell® GT: 120 mA, SuperSub: 
200 mA) in TAE-Puffer aufgetrennt. Hierbei werden 6 Mikroliter des „GeneRulerTM 
DNA Ladder Mix“ zur Größenbestimmung und 0,5, 1, 2, 3 und 4 Mikroliter λ-DNA zur 
Konzentrationsbestimmung mitgeführt. Letztendlich werden die PCR-Produkte bzw. 
die linearisierten Vektoren unter UV-Licht sichtbar gemacht. 
 
Ansatz für 1 Agarose-Gel 
Komponente Menge / Volumen 
 SubCell
®
 GT SuperSub 
Agarose 1,3 g  3 g  
Ethidiumbromidlösung 6 µl  10 µl  
TAE-Puffer 130 ml  300 ml  
 
2.2.1.6. Klonierung 
2.2.1.6.1. TOPO-Klonierung 
 
Bei Einsetzen des „Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit“ können blunt-end-
PCR-Produkte durch die Topoisomerase I des Vaccinia-Virus in den Vektor „pCR®-
Blunt II-TOPO®“ kloniert werden. Die Topoisomerase ist kovalent an die 3‘-Enden 
des bereits linearisierten Vektors gebunden, sodass diese das PCR-Produkt und den 
Vektor miteinander verknüpfen kann. Hierfür wird der Reaktionsansatz für 5 Minuten 
bei Raumtemperatur und für mindestens 5 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend 
werden jeweils 2 Mikroliter des Reaktionsansatzes in E. coli DH5α und E. coli One 
Shot® TOP10 transformiert. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
PCR-Produkt 4 µl  
pCR
®
-Blunt II-TOPO
®
 1 µl  
Salt Solution 1 µl  
 6 µl  
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2.2.1.6.2. In-Fusion-Klonierung 
 
Bei Verwendung des „In-FusionTM PCR Cloning Kit“ können blunt-end-PCR-
Produkte in einen beliebigen Vektor kloniert werden. Hierbei müssen die PCR-Pro-
dukte mit Primern, die jeweils 15 Nukleotide mit dem linearisierten Vektor überlap-
pen, amplifiziert werden. Mithilfe des In-FusionTM Enzyme entstehen dann innerhalb 
der sich überlappenden, homologen Nukleotidsequenzen Einzelstränge, sodass das 
PCR-Produkt und der Vektor hybridisieren können. Hierfür wird der Reaktionsansatz 
für 30 Minuten bei Raumtemperatur und für mindestens fünf Minuten auf Eis inku-
biert. Letztendlich werden dem Reaktionsansatz 40 Mikroliter TE-Puffer zugefügt und 
jeweils 3 Mikroliter in E. coli DH5α und E. coli Fusion BlueTM transformiert. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
PCR-Produkt (50 ng - 100 ng) x µl  
Vektor (100 ng - 300 ng) x µl  
10× In-Fusion
TM
 Reaction Buffer 2 µl  
10× BSA (500 µg/ml) 2 µl  
In-Fusion
TM
 Enzyme (200 U/µl) 1 µl  
DNase-freies H2O x µl  
 20 µl  
 
2.2.1.7.  Transformation 
 
Rekombinante Plasmid-DNA wird durch die Transformation in E. coli-Zellen 
vermehrt. Hierfür werden dem Reaktionsansatz zunächst 50 Mikroliter der kompe-
tenten E. coli-Zellen zugefügt (TOPO-Klonierung: E. coli DH5α und E. coli One Shot® 
TOP10, In-Fusion-Klonierung: E. coli DH5α und E. coli Fusion BlueTM). Dieser Trans-
formationsansatz wird dann für 30 Minuten auf Eis inkubiert, für 45 Sekunden einem 
Hitzeschock bei 42°C unterzogen und nochmals für 1 Minute auf Eis inkubiert. Nach 
Zugabe des SOC-Mediums (TOPO-Klonierung: 200 µl, In-Fusion-Klonierung: 300 µl) 
wird der Transformationsansatz für 1 Stunde horizontal bei 37°C und 220 rpm ange-
schüttelt, auf einer selektiven LB-Agarplatte ausgespatelt und diese über Nacht bei 
37°C bebrütet. 
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2.2.1.8.  Screening-PCR 
 
Mithilfe der „GoTaq® Flexi DNA Polymerase“ kann innerhalb kurzer Zeit ermit-
telt werden, ob ein PCR-Produkt erfolgreich in einen Vektor kloniert wurde. Hierbei 
wird eine PCR mit einem Forward-Primer, der an das inserierte PCR-Produkt bindet, 
und mit einem Reverse-Primer, der an den Vektor bindet, durchgeführt. Hierfür wer-
den die transformierten E. coli-Kolonien mit einer Pipettenspitze gepickt, diese kurz in 
den Reaktionsansatz eingerührt und in 5 Milliliter selektives LB-Medium eingeworfen. 
Durch Einsetzen des 5× Green GoTaq® Flexi Buffer können die PCR-Produkte direkt 
– also ohne Zufügen des 6× DNA-Ladepuffers – mittels Agarose-Gelelektrophorese 
überprüft werden. Letztlich werden die Kolonien, deren PCR-Produkte die korrekte 
Größe aufweisen, für eine Plasmid-Minipräparation über Nacht bei 37°C und 200 rpm 
angeschüttelt. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
5× Green GoTaq
®
 Flexi Buffer 5 µl  
MgCl2 (25 mM) 2,5 µl  
dNTPs (je 10 mM) 1 µl  
Forward-Primer (10 pmol/µl) 0,5 µl  
Reverse-Primer (10 pmol/µl) 0,5 µl  
GoTaq
® 
(5 U/µl) 0,25 µl  
DNase-freies H2O 15,25 µl  
 25 µl  
 
Protokoll PCR 
Schritt Zyklen Temperatur Dauer 
hot start 1 95°C    1 min 
Denaturierung 30 95°C  10 sec 
Annealing   x °C  30 sec 
Synthese  72°C    1 min / kb PCR-Produkt 
 1 72°C    5 min 
 
2.2.1.9.  Plasmid-Minipräparation 
 
Mithilfe des „QIAprep® Spin Miniprep Kit“ können geringe Mengen an Plasmid-
DNA aus transformierten E. coli-Zellen isoliert werden. Hierfür werden 4 Milliliter der 
Kultur für 3 Minuten bei 8000 rpm pelletiert. Nach Resuspendieren der Zellen werden 
nn 
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diese durch einen alkalischen Puffer lysiert und die bakteriellen Proteine durch einen 
neutralisierenden Puffer ausgefällt. Letztlich wird die Plasmid-DNA an eine Silikagel-
Membran adsorbiert, mit zwei verschiedenen Waschpuffern gereinigt und mit einem 
Elutionspuffer von der Silikagel-Membran isoliert. 
 
2.2.1.10. Sequenzierung 
 
Zur Überprüfung der korrekten Nukleotidsequenz von Plasmid-DNA wird die 
Kettenabbruchmethode bzw. Didesoxymethode eingesetzt. Hierfür wird eine PCR mit 
dem „BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit“ durchgeführt. Die PCR-Pro-
dukte werden danach mit dem „DyeExTM 2.0 Spin Kit“ aufgereinigt und für 30 Minuten 
bei 42°C vakuumgetrocknet. Nach Kapillarelektrophorese (Diagnostik-Labor, Institut 
für Virologie, TUD) werden die Nukleotidsequenzen mit den Computer-Programmen 
„DNA Strider“ und „EditView“ ausgewertet. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
Plasmid-DNA (ca. 400 ng) 3 µl  
Primer (10 pmol/µl) 1 µl  
BigDye
® 
 2 µl  
DNase-freies H2O 4 µl  
 10 µl  
 
Protokoll PCR 
Schritt Zyklen Temperatur Dauer 
hot start 1 96°C    1 min 
Denaturierung 30 96°C  10 sec 
Annealing  55°C    5 sec 
Synthese  60°C    4 min 
 
2.2.2.  Protein-Techniken 
2.2.2.1.  Protein-Expression, -Extraktion und-Aufreinigung 
2.2.2.1.1. Retransformation 
 
Zur Expression und Aufreinigung eines Proteins wird die jeweilige Plasmid-
DNA in E. coli BL21(DE3) retransformiert. Hierfür werden 40 Mikroliter der kompeten-
ten Zellen zu 1 Mikroliter der Plasmid-DNA gegeben. Der Transformationsansatz wird 
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für 5 Minuten auf Eis inkubiert, auf einer selektiven LB-Agarplatte ausgespatelt und 
diese über Nacht bei 37°C bebrütet. 
 
2.2.2.1.2. Protein-Expression 
 
Für die Expression eines Proteins wird zunächst eine Vorkultur angeimpft, in-
dem eine retransformierte E. coli-Kolonie mit einer Pipettenspitze gepickt, diese in 
selektives LB-Medium (Norovirus-NS6pro: 70 ml LB-Kan, Norovirus-NS7pol: 20 ml LB-
Kan) eingeworfen und über Nacht bei 37°C und 150 rpm angeschüttelt wird. Hieraus 
wird eine Hauptkultur (NS6pro: 6 l, NS7pol: 1 l) angeimpft, wobei jeweils 10 Milliliter der 
Vorkultur in 1 Liter selektives LB-Medium gegeben werden (= 1:100). Die Hauptkultur 
wird bis zu einer OD600 von etwa 0,6 bei 37°C und 180 rpm angeschüttelt, woraufhin 
die Expression mit 1 Milliliter 1M IPTG pro Liter Kultur (= 1 mM IPTG) induziert und 
die Kultur über Nacht bei einer geringeren Temperatur (NS6pro: 22°C, NS7pol: Raum-
temperatur) angeschüttelt wird. 
 
2.2.2.1.3. Protein-Extraktion 
 
Bei der Aufreinigung eines Proteins werden zunächst alle Proteine – sowohl 
das exprimierte Protein als auch die bakteriellen Proteine – aus den E. coli-Zellen 
extrahiert. Hierfür werden die Zellen für 10 Minuten bei 4°C und 4400 rpm pelletiert, 
für mindestens 10 Minuten bei -20°C eingefroren und in einem Resuspensionspuffer 
(NS6pro: 50 ml NS6-Resuspensionspuffer, NS7pol: 10 ml NS7-Resuspensionspuffer) 
aufgenommen. Zur Lyse der Zellen wird die Suspension mit einer Spatelspitze „Ly-
sozyme from hen egg white“ (= ca. 10 µg Lysozym) versetzt und für 15 Minuten bei 
37°C inkubiert. Anschließend werden die Nukleinsäuren mittels Ultraschall (40%, 6 × 
30 sec) zerstört. Letztlich werden die unlöslichen Bestandteile (= unlösliche Fraktion) 
für 1 Stunde bei 4°C und 20000 rpm pelletiert, wobei der Überstand mit den extra-
hierten Proteinen (= lösliche Fraktion) folgend für die Aufreinigung des exprimierten 
Proteins verwendet wird. 
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2.2.2.1.4. Protein-Aufreinigung 
2.2.2.1.4.1. Aufreinigung der Norovirus-NS6pro 
 
Da die E. coli-Zellen bei der Protein-Extraktion in 50 Milliliter NS6-Resuspen-
sionspuffer aufgenommen wurden, müssen die extrahierten Proteine zunächst mittels 
Ammoniumsulfatfällung aufkonzentriert werden. Hierfür werden der löslichen Fraktion 
unter permanentem Rühren bei 4°C schrittweise 75 Prozent Ammoniumsulfat zuge-
fügt. Anschließend werden die Proteine für 1 Stunde bei 4°C und 18000 rpm pelle-
tiert (= Pellet Ammoniumsulfatfällung) und in 5 Milliliter NS6-Ionenaustauschpuffer A 
resuspendiert. Zur Entfernung des Ammoniumsulfats aus der Suspension wird diese 
über Nacht bei 4°C gegen 1 Liter NS6-Ionenaustauschpuffer A dialysiert (= Dialysat). 
Um die NS6pro von den bakteriellen Proteinen zu trennen, wird mittels einer FPLC-
Anlage eine Ionenaustauschchromatographie (= Kationenaustausch) durchgeführt, 
wobei die Proteine durch einen ansteigenden NaCl-Gradienten eluiert werden. Die 
„positiven“ Fraktionen werden vereint und mittels eines „Amicon® Ultra Centrifugal 
Filter Ultracel - 10K“ (Porengröße 10 kDa) auf 1 Milliliter aufkonzentriert. Zur weiteren 
Aufreinigung der NS6pro erfolgt wiederum mittels der FPLC-Anlage eine Größenaus-
schlusschromatographie (= Gelfiltration), wobei die „saubersten“ Fraktionen vereint 
werden. 
 
Protokoll Ionenaustausch 
Schritt Puffer Volumen Flussrate 
Equilibrierung NS6-Ionenaustauschpuffer A 15 ml 5 ml/min 
 Injektion der Probe (5 ml) 
Elution NS6-Ionenaustauschpuffer A 15 ml 5 ml/min 
 Beginn der Fraktionierung (1 ml) 
 NS6-Ionenaustauschpuffer A (100%-30%) 40 ml 5 ml/min 
 NS6-Ionenaustauschpuffer B (0%-70%)   
 NS6-Ionenaustauschpuffer B   5 ml 5 ml/min 
 
Protokoll Gelfiltration 
Schritt Puffer Volumen Flussrate 
Equilibrierung NS6-Gelfiltrationspuffer 130 ml 1 ml/min 
 Injektion der Probe (1 ml) 
Elution NS6-Gelfiltrationspuffer   30 ml 1 ml/min 
 Beginn der Fraktionierung (1 ml) 
 NS6-Gelfiltrationspuffer 100 ml 1 ml/min 
 
MATERIAL UND METHODEN  56 
2.2.2.1.4.2. Aufreinigung der Norovirus-NS7pol 
 
Die Aufreinigung der NS7pol erfolgt mittels Nickel-Affinitätschromatographie. 
Hierfür wird eine Polypropylensäule mit 3 Milliliter Säulenmaterial „Ni-NTA His-Bind® 
Resin” befüllt. Anschließend wird das Säulenmaterial mit 10 Milliliter bidestilliertem 
Wasser gewaschen, mit 8 Milliliter Chargepuffer beladen und nochmals mit 8 Milliliter 
Bindungspuffer gewaschen. Die lösliche Fraktion wird mittels Bindungspuffer auf ein 
Volumen von 20 Milliliter aufgefüllt und zweimal über die Säule gegeben (= 1. und 2. 
Durchflussfraktion). Letztlich werden die unspezifisch an das Säulenmaterial adsor-
bierten bakteriellen Proteine mit 12 Milliliter Waschpuffer entfernt (= Waschfraktion) 
und die NS7pol mit 5 Milliliter Elutionspuffer isoliert (= Eluatfraktion). Zur Entfernung 
des Imidazols aus dem Eluatfraktion erfolgt mittels einer FPLC-Anlage eine Größen-
ausschlusschromatographie (= Entsalzung), wobei die „positiven“ Fraktionen vereint 
werden. 
 
Protokoll Entsalzung 
Schritt Puffer Volumen Flussrate 
Equilibrierung NS7-Entsalzungspuffer 150 ml 20 ml/min 
 Injektion der Probe (5 ml) 
Elution NS7-Entsalzungspuffer     5 ml 10 ml/min 
 Beginn der Fraktionierung (2 ml) 
 NS7-Entsalzungspuffer 100 ml 10 ml/min 
 
2.2.2.2.  SDS-PAGE 
 
Mithilfe der SDS-PAGE (NS6pro: 15%iges Trenngel, NS7pol: 12%iges Trenngel) 
kann die Größe, die Konzentration und die Reinheit von exprimierten Proteinen über-
prüft werden. Hierfür werden die flüssigen Fraktionen entsprechend mit 6× Protein-
Ladepuffer bzw. eine kleine Spatelspitze der festen Fraktionen mit 200 Mikroliter 2× 
Protein-Ladepuffer versetzt. Nach Denaturieren der Proteine für 5 Minuten bei 100°C 
werden diese bei 25 Milliampere pro SDS-PAGE-Gel in SDS-Laufpuffer aufgetrennt. 
Zur Größenbestimmung werden hierbei 6 Mikroliter „PageRuler® Prestained Protein 
Ladder“ mitgeführt. Letzlich können die Proteine unspezifisch nachgewiesen werden, 
indem das SDS-PAGE-Gel für 30 Minuten in Coomassie-Färbelösung und dreimal für 
30 Minuten in Coomassie-Entfärbelösung geschwenkt wird. 
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Ansatz für 2 SDS-PAGE-Gele 
Komponente Volumen 
 Trenngel Sammelgel 
 12% 15% 5% 
Acrylamidlösung 3,9 ml  4,87 ml  800 µl  
Bisacrylamidlösung 1,56 ml  1,95 ml  300 µl  
4× SDS-PAGE-Trenngelpuffer 2,5 ml  2,5 ml  -  
4× SDS-PAGE-Sammelgelpuffer -  -  1,25 ml  
SDS-Lösung 100 µl  100 µl  50 µl  
H2O 1,94 ml  580 µl  2,6 ml  
 10 ml  10 ml  5 ml  
TEMED 5 µl  5 µl  5 µl  
APS 50 µl  50 µl  50 µl  
 
2.2.2.3.  Immunblot 
2.2.2.3.1. Western Blot 
 
Unter Zuhilfenahme eines Semi Dry Blotter können Proteine, die mittels SDS-
PAGE aufgetrennt wurden, auf eine Nitrocellulosemembran übertragen werden. Hier-
für werden zunächst drei Lagen Filterpapier auf die untere Elektrode (=Anode) ge-
legt, die mit Transferpuffer eingeweicht werden. Anschließend werden die „HybondTM 
ECLTM“-Membran, das SDS-PAGE-Gel und drei weitere Lagen Filterpapier aufgelegt, 
die wiederum mit Transferpuffer eingeweicht werden. Nach Entfernen der Luftblasen 
wird die obere Elektrode (= Kathode) aufgesetzt. Die Übertragung der Proteine er-
folgt dann für 1 Stunde bei 60 Milliampere pro SDS-PAGE-Gel. 
 
2.2.2.3.2. Immundetektion 
 
Auf der Nitrocellulosemembran können die Proteine mittels eines primären 
Antikörpers, der gegen das Protein oder gegen einen Protein-tag (z.B. einen His-tag) 
gerichtet ist, und mittels eines sekundären Antikörpers, der mit einer alkalischen 
Phosphatase (AP) konjugiert ist, spezifisch detektiert werden. Zur Absättigung der 
freien Bindestellen auf der Membran wird diese zunächst für 1 Stunde in 30 Milliliter 
Blockierungslösung geschwenkt. Anschließend wird die Membran für 1,5 Stunden in 
der „primären“ Antikörperlösung geschwenkt, kurz mit PBS gespült und dreimal für 
10 Minuten in PBS-Tween geschwenkt. Daraufhin wird die Membran für 1 Stunde in 
der „sekundären“ Antikörperlösung geschwenkt, wiederum kurz mit PBS gespült und 
dreimal für 10 Minuten in PBS-Tween geschwenkt. Letztendlich wird die Membran für 
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5 bis 10 Minuten im AP-Substrat-Gemisch geschwenkt, wobei das Substrat durch die 
AP in einen blauen Farbstoff umgesetzt wird. 
 
2.2.2.4.  Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Durch Einsetzen des „BCATM Protein Assay Kit“ kann die Konzentration eines 
aufgereinigten Proteins innerhalb kurzer Zeit sehr präzise bestimmt werden. Hierbei 
werden Cu2+-Ionen durch das Protein zu Cu+-Ionen reduziert, die mit der Bichinon-
säure (BCA) einen violetten Farbstoff ausbilden. Die Farbreaktion fällt dabei umso 
stärker aus, je höher die Konzentration des Proteins ist. Die Menge des Farbstoffs 
kann dann anhand der OD562 ermittelt werden. Zur Konzentrationsbestimmung wird 
hierbei eine Standardkurve mit Rinderserumalbumin (BSA) (20 - 2000 µg/ml), das im 
jeweiligen Puffer (NS6pro: NS6-Gelfiltrationspuffer, NS7pol: NS7-Entsalzungspuffer) 
aufgenommen wurde, mitgeführt. Vor Einsatz des „BCATM Protein Assay Kit“ werden 
die Proteine jedoch entsprechend der anhand der Coomassie-Färbung und des 
Immunblots kalkulierten Konzentration mittels eines „Amicon® Ultra Centrifugal Filter 
Ultracel“ (NS6pro: 10K = Porengröße 10 kDa, NS7pol: 30K = Porengröße 30 kDa) auf 
0,5 bis 3 Milliliter aufkonzentiert, sodass eine Konzentration von 1 bis 3 Milligramm 
pro Milliliter vorliegt. Zur Reduzierung von Störfaktoren bei der Bestimmung (bspw. 
DTT, EDTA) werden die Proteine und der jeweilige Puffer hierbei mit dem gleichen 
Volumen Wasser (= 1:2) verdünnt. Nach der Konzentrationsbestimmung werden die 
Proteine mit dem gleichen Volumen Glycerol (= 1:2) versetzt. 
 
2.2.3.  Enzymatische Assays 
2.2.3.1.  NS6pro-Assay 
 
Der NS6pro-Assay beruht darauf, dass die Norovirus-NS6pro kurze Polypeptide 
(ca. 15 aa), die die Spaltmotive des Norovirus-Vorläufer-Polyproteins NS1-7 beinhal-
ten, prozessieren kann. Hierbei kann die Aktivität der Norovirus-NS6pro einerseits mit 
dem „zeitaufwendigen“ NS6pro-HPLC-Assay „nachgewiesen“ bzw. andererseits mit 
dem „zeitsparenden“ NS6pro-FRET-Assay innerhalb kurzer Zeit umfassend „quanti-
fiziert“ werden. 
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2.2.3.1.1. NS6pro-HPLC-Assay 
 
Durch Einsatz des NS6pro-HPLC-Assay kann die Aktivität der NS6pro „nachge-
wiesen“ werden. Hierfür wird der Reaktionsansatz für eine bestimmte Reaktionszeit 
bei 37°C inkubiert und direkt danach mit 2,5 Mikroliter NS6-Assay-Stopplösung ver-
setzt. Letztlich erfolgt mittels einer HPLC-Anlage eine Adsorptionschromatographie 
(= Reversed-Phase-Chromatographie), wobei 20 Mikroliter des Reaktionsansatzes 
injiziert und die Peptide – sowohl das Polypeptid als auch die beiden Spaltprodukte – 
durch einen ansteigenden Acetonitril-Gradienten eluiert werden. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
Peptid (1 µg/µl) x µl  
10× NS6-Assay-Puffer 5 µl  
Norovirus-NS6
pro
 (5 µM) x µl  
H2O x µl  
 50 µl  
 
Protokoll Reversed-Phase 
Schritt Puffer Volumen Flussrate 
Equilibrierung NS6-Assay-Reversed-Phase-Puffer A 7,5 ml 1 ml/min 
 Injektion der Probe (20 µl) 
Elution NS6-Assay-Reversed-Phase-Puffer A    2 ml 1 ml/min 
 NS6-Assay-Reversed-Phase-Puffer A (100% - 35%)  30 ml 1 ml/min 
 NS6-Assay-Reversed-Phase-Puffer B (0% - 65%)   
 NS6-Assay-Reversed-Phase-Puffer B    6 ml 1 ml/min 
 
2.2.3.1.2. NS6pro-FRET-Assay 
 
Unter Zuhilfenahme des NS6pro-FRET-Assay kann die Aktivität der NS6pro in 
kurzer Zeit umfassend „quantifiziert“ werden. Hierbei wird ein Polypeptid verwendet, 
das am N-Terminus einen Quencher (= DABCYL, λex = 472 nm) und am C-Terminus 
einen Farbstoff (= EDANS, λex = 336 nm, λem = 490 nm) trägt. Das Polypeptid wird 
dann durch die NS6pro prozessiert, sodass der Quencher und der Farbstoff räumlich 
voneinander getrennt werden und die Fluoreszenz des Farbstoffs detektiert werden 
kann. Die Fluoreszenz ist dabei umso stärker, je höher die Aktivität der NS6pro ist. 
Die Intensität der Fluoreszenz kann bei einer Extinktion von 360 Nanometer bzw. bei 
einer Emission von 480 Nanometer ermittelt werden. Zur Konzentrationsbestimmung 
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der Spaltprodukte wird eine Standardkurve mit dem Polypeptid erstellt (0,1 - 25 µg), 
wobei dieses für 2 Stunden bei NS6pro-Überschuss (5 µM GII.4-Kreischa-NS6pro) in-
kubiert wird. Bei Einsatz des NS6pro-FRET-Assay wird der Reaktionsansatz für eine 
bestimmte Reaktionszeit bei 37°C in einer Mikrotiterplatte inkubiert und danach die 
Fluoreszenz direkt mittels eines Plattenlesegeräts ermittelt. Bei Bestimmung der zeit-
abhängigen Aktivität kann demnach ein Reaktionsansatz mehrmals – nach verschie-
denen Reaktionszeiten – untersucht werden. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
Peptid (1 µg/µl) x µl  
10× NS6-Assay-Puffer 20 µl  
Norovirus-NS6
pro
 (1 µM) x µl  
H2O x µl  
 200 µl  
 
2.2.3.2.  NS7pol-Assay 
 
Der NS7pol-Assay beruht darauf, dass die Norovirus-NS7pol kurze ssRNAs (ca. 
25 nt), deren Nukleotidsequenz beliebig sein kann, transkribieren kann. Hierbei kann 
die Aktivität der Norovirus-NS7pol einerseits mit dem „zeitaufwendigen“ NS7pol-PAGE-
Assay „nachgewiesen“ bzw. andererseits mit dem „zeitsparenden“ NS7pol-Fluores-
zenz-Assay innerhalb kurzer Zeit umfassend „quantifiziert“ werden. 
 
2.2.3.2.1. NS7pol-PAGE-Assay 
 
Mithilfe des NS7pol-PAGE-Assay kann die Aktivität der NS7pol „nachgewiesen“ 
werden. Hierfür wird der Reaktionsansatz für eine bestimmte Reaktionszeit bei 30°C 
inkubiert und direkt danach mit 1 Mikroliter NS7-Assay-Stopplösung versetzt. Zum 
Abbau der nicht transkribierten ssRNA können dem Reaktionsansatz 3 Mikroliter S1 
Nuclease Buffer und 1 Mikroliter „S1 Nuclease“ zugefügt und dieser für 1 Stunde bei 
37°C inkubiert werden. Letztlich wird die dsRNA mittels einer nativen PAGE nachge-
wiesen, wobei dem Reaktionsansatz 6 Mikroliter 6× RNA-Ladepuffer zugefügt wer-
den und dieser bei 40 Milliampere pro PAGE-Gel in 1× TBE-Puffer aufgetrennt wird. 
Zur Größenbestimmung der dsRNA werden hierbei 10 Mikroliter „siRNA Marker“ mit 
2 Mikroliter 6× RNA-Ladepuffer versetzt und ebenso mitgeführt. Abschließend wird 
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das PAGE-Gel für 5 bis 10 Minuten in die PAGE-Ethidiumbromidlösung gelegt und 
die RNA unter UV-Licht sichtbar gemacht. 
 
Reaktionsansatz 
Komponente Volumen 
ssRNA (1µg/µl) x µl  
5× NS7-Assay-Puffer 5 µl  
ATP (10 mM) 1 µl  
CTP (10 mM) 1 µl  
GTP (10 mM) 1 µl  
UTP (10 mM) 1 µl  
Norovirus-NS7
pol
 (3 µM) x µl  
RNase-freies H2O x µl  
 25 µl  
 
Ansatz für 2 PAGE-Gele (20%) 
Komponente Volumen 
Acrylamid-, Bisacrylamidlösung 12 ml  
10× TBE-Puffer 2 ml  
H2O 6 ml  
 20 ml  
TEMED 20 µl  
APS 100 µl  
 
2.2.2.3.2. NS7pol-Fluoreszenz-Assay 
 
Unter Zuhilfenahme des „Quant-iTTM RiboGreen® RNA Assay Kit“ kann die Ak-
tivität der NS7pol in kurzer Zeit umfassend „quantifiziert“ werden, da RiboGreen® ein 
Farbstoff ist, der durch Interkalieren in doppelsträngige Nukleinsäuren fluoresziert 
(λex = 500 nm, λem = 525 nm). Die Fluoreszenz ist dabei umso stärker, je höher die 
Aktivität der NS7pol ist. Die Intensität der Fluoreszenz kann bei einer Extinktion von 
480 Nanometer bzw. bei einer Emission von 535 Nanometer ermittelt werden. Zur 
Konzentrationsbestimmung der dsRNA wird eine Standardkurve mit der „aufgereinig-
ten“ „dsR-035-FCV“ (0,1 - 1 µg), deren Konzentration anhand der OD260/OD280 be-
stimmt wurde, erstellt. Bei Einsatz des NS7pol-Fluoreszenz-Assay werden dem Reak-
tionsansatz nach dem „S1 Nuclease“-Verdau (vgl. NS7pol-PAGE-Assay) 70 Mikroliter 
H2O und 100 Mikroliter RiboGreen
® High-Range Working Solution zugefügt und die 
Fluoreszenz mittels eines Plattenlesegeräts ermittelt. 
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3.   ERGEBNISSE 
 
3.1.   Einleitende Betrachtungen 
 
Zu Beginn der Untersuchungen – im Januar 2008 – lagen „neun“ Stuhlproben 
aus dem „Laboratorium voor Infectieziekten en Screening“ (LIS, Labor für Infektions-
krankheiten und Perinatales Screening) des „Rijksinstituut voor Volksgezondheid en 
Milieu“ (RIVM, Niederländisches Institut für Gesundheit und Umwelt, Bilthoven) vor. 
Hierbei war jeweils „eine“ Stuhlprobe mit Noroviren der epidemiologisch relevanten 
Subgenotypen II.4-1995 (Zeitpunkt Probenahme: 11.2001), II.4-2002 (01.2002), II.4-
2004 (06.2004), II.4-2006a (03.2006) und II.4-2006b (05.2006) sowie jeweils „eine“ 
Stuhlprobe mit Noroviren der Genotypen I.2 (2006), I.6 (2007), II.3 (2006) und II.b 
(2006) vorhanden. Die Klassifizierung der Noroviren erfolgte bereits im RIVM durch 
die Bestimmung der partiellen Nukleotidsequenz des VP1 (GI.2, GI.6 & GII.3) bzw. 
durch die Bestimmung der vollständigen Nukleotidsequenz des VP1 (GII.4). Lediglich 
für die Klassifizierung des Genotyps II.b wurde die partielle Nukleotidsequenz der 
NS7pol bestimmt, wobei der Genotyp des VP1 aber nicht bekannt ist (Siebenga oral 
communication, für die Nukleotidsequenzen des Genotyps II.4 vgl. auch Siebenga et 
al. 2007). Die Stuhlproben der Genotypen I.2, I.6, II.3 und II.b dienen innerhalb der 
Arbeit als Vergleichsgruppe. 
Zudem wurde eine Stuhlprobe (11.2007) aus der „Klinik Bavaria“ in Kreischa 
(bei Dresden) mitgeführt, in der von Ende Oktober bis Anfang November 2007 eine 
Norovirus-Infektion auftrat, bei der etwa 110 Patienten und 20 Mitarbeiter erkrankten 
(„Norovirus breitet sich weiter aus. In Kreischa haben sich bereits 129 Menschen mit 
der Magen-Darm-Grippe infiziert.“, http://www.sz-online.de/nachrichten/artikel.asp?id 
=1650801, Sächsische Zeitung, 02.11.2007). Zu Beginn der Arbeit wurde vermutet, 
dass dieser Ausbruch durch einen neuen Subgenotypen des Genotyps II.4 ausgelöst 
wurde, wohingegen zu diesem Zeitpunkt die Subgenotypen II.4-2007 und II.4-2008 
aber noch nicht beschrieben waren. Diese Stuhlprobe wurde aus dem „Diagnostik-
Labor“ des Instituts für Virologie der Universitätsklinik Dresden bezogen, wobei die 
darin enthaltenen Noroviren dort bereits der Genogruppe II zugeordnet werden konn-
ten. Hierfür wurde eine Realtime-PCR mit Primern, die in dem – für jede Genogruppe 
hochkonservierten – überlappenden Bereich zwischen der NS7pol und dem VP1 bin-
den, durchgeführt (Diagnostik-Labor, Institut für Virologie, TUD). 
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3.2.   Untersuchung der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
3.2.1.  Generierung der Norovirus-NS6pro-cDNAs 
(Herstellung der Expressionsplasmide) 
 
Zur Generierung der Norovirus-NS6pro-cDNAs bzw. der jeweiligen Norovirus-
NS6pro-Expressionsplasmide wurde zunächst die Norovirus-RNA aus den vorliegen-
den Stuhlproben gewonnen, indem alle Nukleinsäuren (humane, bakterielle & virale 
DNA bzw. RNA) aus diesen extrahiert wurden (Abb. 14). 
Bei den Stuhlproben, die eine relativ hohe Konzentration an Norovirus-RNA 
aufwiesen, erfolgte dann ein RT-Schritt mit dem Oligo(dT)-Primer, der einerseits an 
das 3‘-Poly(A) der Norovirus-RNA bindet, der sich andererseits aber auch an das     
3‘-Poly(A) der humanen mRNA anlagern kann. Daraufhin wurde eine PCR mit einem 
Forward-Primer, der nahe dem 3‘-Ende des NS5VPg bindet, und mit einem Reverse-
Primer, der nahe dem 5‘-Ende des VP1 bindet, durchgeführt. Die PCR-Produkte, die 
demnach die vollständige Nukleotidsequenz der NS6pro und der NS7pol umfassen, 
wurden in den Vektor „pCR®-Blunt II-TOPO®“ kloniert. Nach der Sequenzierung von 
etwa fünf bis zehn inserierten PCR-Produkten wurde ein Plasmid, das die häufigste 
Nukleotidsequenz enthielt, für die Herstellung des Expressionsplasmids verwendet. 
Hierfür erfolgte eine PCR mit einem Forward-Primer, der am 5‘-Ende der NS6pro bin-
det, und mit einem Reverse-Primer, der am 3‘-Ende der NS6pro bindet. Die PCR-Pro-
dukte wurden in den Expressionsvektor „pET-28b(+)“ kloniert und letztendlich die 
korrekte Nukleotidsequenz durch Sequenzierung kontrolliert. Auf diese Weise konn-
ten die Expressionsplasmide für die Norovirus-NS6pro-Proteasen des Genotyps I.2 
bzw. der Subgenotypen II.4-2002, II.4-2006a und II.4-2006b hergestellt werden. Zu-
dem konnte mit den Primern des Genotyps II.4 ein Expressionsplasmid für die NS6pro 
des Stamms II.4-Kreischa erzeugt werden (Abb. 14, Tab. 2). 
Bei den Stuhlproben, die eine geringere Konzentration an Norovirus-RNA auf-
wiesen, konnte dagegen durch einen RT-Schritt und eine PCR – jeweils mit den 
oben aufgeführten Primern – keine Norovirus-cDNA gewonnen werden, da sich der 
Oligo(dT)-Primer wahrscheinlich verstärkt an die humane mRNA anlagerte. Bei dem 
Genotyp II.3 und dem Subgenotyp II.4-2004 erfolgte daher eine One-Step-RT-PCR 
mit einem Forward-Primer, der nahe dem 3‘-Ende des NS5VPg bindet, und mit einem 
Reverse-Primer, der nahe dem 5‘-Ende des VP1 bindet. Die Konzentration der One-
Step-RT-PCR-Produkte war jedoch relativ gering, sodass diese nicht in den Vektor 
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„pCR®-Blunt II-TOPO®“ kloniert werden konnten. Deshalb wurde – ausgehend von 
den One-Step-RT-PCR-Produkten – eine PCR mit einem Forward-Primer, der am     
5‘-Ende der NS6pro bindet, und mit einem Reverse-Primer, der am 3‘-Ende der NS6pro 
bindet, durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden direkt in den Expressionsvektor 
„pET-28b(+)“ kloniert. Nach der Sequenzierung von etwa fünf bis zehn inserierten 
PCR-Produkten wurde ein Plasmid, das die häufigste Nukleotidsequenz enthielt, für 
die Expression der NS6pro verwendet (Abb. 14, Tab. 2). 
Die Stuhlprobe des Genotyps I.6 wies eine noch geringere Konzentration an 
Norovirus-RNA auf, sodass zwischen die One-Step-RT-PCR und die PCR – eben-
falls mit den oben aufgeführten Primern – eine zusätzliche PCR eingeschoben wer-
den musste. Für diese PCR wurde ein Forward-Primer, der am 3‘-Ende des NS5VPg 
bindet, und ein Reverse-Primer, der am 5‘-Ende der NS7pol bindet, verwendet (Abb. 
14, Tab. 2). 
 
 
Abbildung 14: Schematische Darstellung der Generierung der Norovirus-NS6
pro
-cDNAs. 
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Die Primer für die One-Step-RT-PCRs und für die PCRs wurden dabei anhand 
in der „GenBank“ befindlicher Nukleotidsequenzen entworfen. Hierfür wurden jeweils 
die Nukleotidsequenzen von etwa drei bis vier Norovirus-Stämmen eines Genotyps 
(ausgewählt nach Zheng et al. 2006) mittels des Computer-Programms „DNA Strider“ 
verglichen und nach konservierten Bereichen, in denen die Primer effektiv binden 
können, durchsucht. Anschließend wurden mit dem Computer-Programm „Amplify“ 
möglichst optimal bindende Primer für diese Bereiche entworfen. Bei dem Genotyp 
I.6 weisen der Referenzstamm „Hesse BS5“ und der Stamm „WUG1“ eine sehr stark 
voneinander abweichende Nukleotidsequenz im Bereich des ORF1 auf, wobei bei 
der Stuhlprobe des Genotyps I.6 nur die Primer, die anhand des Stamms „WUG1“ 
entworfen wurden, binden konnten. Bei Untersuchen der Stämme „Hesse BS5“ und 
„WUG1“ mit dem „NoV Genotyping Tool“ konnte dann festgestellt werden, dass bei 
„WUG1“ eine Rekombination zwischen dem Genotyp I.b im ORF1 und dem Genotyp 
I.6 im ORF2 vorhanden ist, sodass in der Stuhlprobe des Genotyps I.6 vermutlich 
ebenfalls eine Rekombinante des Typs „I.b / I.6“ enthalten ist (Tab. 2). 
Bei dem Genotyp II.b bestand die Schwierigkeit darin, dass lediglich die par-
tielle Nukleotidsequenz der NS6pro (maximal 72 nt am 3‘-Ende) in der „GenBank“ ver-
fügbar ist und der Genotyp des VP1 unbekannt war. Deshalb erfolgte eine One-Step-
RT-PCR mit einem degenerierten Forward-Primer, der sich nahe dem 3‘-Ende des 
NS5VPg anlagert, und mit einem Reverse-Primer, der sich an den – bei jeder Geno-
gruppe hochkonservierten – überlappenden Bereich zwischen der NS7pol und dem 
VP1 anlagert. Folgend wurde eine PCR mit einem degenerierten Forward-Primer, 
der am 3‘-Ende des NS5VPg bindet, und mit einem Reverse-Primer, der am 5‘-Ende 
der NS7pol bindet, durchgeführt. Die Konzentration der One-Step-RT-PCR-Produkte 
bzw. der PCR-Produkte war jeweils so gering, dass diese nicht in den Vektor „pCR®-
Blunt II-TOPO®“ kloniert werden konnten. Um die NS6pro stattdessen direkt in den 
Expressionsvektor „pET-28b(+)“ einfügen zu können, musste zunächst das korrekte 
5‘- und das korrekte 3‘-Ende der NS6pro ermittelt werden. Hierfür wurden die PCR-
Produkte mit den zuvor – für die PCR – verwendeten Primern „ansequenziert“. Somit 
konnte – ausgehend von den PCR-Produkten – eine weitere PCR mit Primern, die 
korrekt an das 5‘- und an das 3‘-Ende der NS6pro binden, durchgeführt werden. Nach 
der Klonierung der PCR-Produkte in den Vektor „pET-28b(+)“ wurden ebenso etwa 
fünf bis zehn inserierte PCR-Produkte „durchsequenziert“ und ein Plasmid, das die 
häufigste Nukleotidsequenz enthielt, für die Expression verwendet (Abb. 14, Tab. 2). 
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Tabelle 2: Reaktionsbedingungen für die Generierung der Norovirus-NS6
pro
-cDNAs. 
Primer (Zyklen) 
(Sub-) Genotyp / RT PCR 
Stamm RT-Schritt One-Step-RT-PCR 1. PCR 2. PCR 
GI.2 Oligo(dT) - 485/486 (40) 528/529 (30) 
GI.b / GI.6 - 487/488 (60) 586/587 (60) 559/560 (30) 
GII.3 - 489/490 (60) 554/555 (60) - 
GII.4-2002 Oligo(dT) - 436/041 (50) 526/527 (30) 
GII.4-2004 - 436/041 (50) 526/527 (50) - 
GII.4-2006a Oligo(dT) - 436/041 (60) 526/527 (30) 
GII.4-2006b Oligo(dT) - 436/041 (30) 526/527 (30) 
GII.4-Kreischa Oligo(dT) - 436/041 (30) 526/527 (30) 
GII.b - 604/081 (50) 605/571 (50) 608/609 (40) 
 
Bei Durchführen der One-Step-RT-PCRs (laut Hersteller 40 Zyklen) bzw. der 
PCRs (laut Hersteller 30 Zyklen) wurde, je geringer die Konzentration an Norovirus-
RNA bzw. an Norovirus-cDNA war, entsprechend die Anzahl der zu durchlaufenden 
Zyklen erhöht (Tab. 2). Diese Erhöhung der Zyklenzahl wurde durchgeführt, da der 
Einsatz eines größeren Volumens an Nukleinsäure-Extrakt bzw. an cDNA-Gemisch 
bei der vorgegebenen Zyklenzahl nicht zur Generierung von Norovirus-cDNA führte, 
weil dadurch auch die Konzentration an humanen und bakteriellen Nukleinsäuren er-
höht wurde. Durch die Erhöhung der Zyklenzahl wurden jedoch bei der Agarose-
Gelelektrophorese durchschnittlich fünf bis zehn unspezifische One-Step-RT-PCR-
Produkte bzw. PCR-Produkte detektiert. Bei Einsetzen einer Gelextraktion konnte die 
Norovirus-cDNA aber nicht mehr kloniert werden, weshalb die heterogenen Produkt-
Gemische direkt für die Klonierung verwendet wurden. Zur frühzeitigen Selektion der 
Norovirus-cDNA wurde daher vor der Plasmid-Minipräparation eine Screening-PCR 
durchgeführt. 
Bei dem Subgenotyp II.4-1995 konnte dagegen keine Norovirus-NS6pro-cDNA 
hergestellt werden, obwohl zahlreiche Primer-Kombinationen benutzt wurden und die 
Zyklenzahl bei den One-Step-RT-PCRs und den PCRs bis auf neunzig erhöht wurde. 
Infolgedessen wurde eine NS6pro-cDNA, die bereits in der Arbeitsgruppe „Calicilab“ 
(Institut für Virologie, TUD) vorhanden war und ebenso in den Subgenotyp II.4-1995 
eingeordnet wird, verwendet. Hierfür generierten Herzog (2004) und Scheffler (2008) 
aus einer Stuhlprobe (Zeitpunkt Probenahme: 1997) eine Norovirus-full-length-cDNA 
(Norovirus-Stamm „Dresden 174“, Hu/NoV/GII.4-1995/Dresden/174/DEU/97, GB acc. 
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no. AY741811) und Scheffler (2008) klonierte diese full-length-cDNA in den Vektor 
„pIRESneo3“. Nachfolgend fügte Scheffler (2008) – ausgehend von dem full-length-
cDNA-Klon – die NS6pro in den Expressionsvektor „pET-28b(+)“ ein, wobei diese von 
den 4 C-terminalen Aminosäuren des NS5VPg und den 60 N-terminalen Aminosäuren 
der NS7pol flankiert wird. Somit kann sich die NS6pro autokatalytisch aus diesem „ver-
kürzten“ Vorläufer-Polyprotein „herausspalten“ und liegt damit in ihrer „natürlichen 
Form“ vor. Dementsprechend wurden die in dieser Arbeit generierten NS6pro-cDNAs 
derart in den Vektor „pET-28b(+)“ kloniert, dass die NS6pro-Proteasen jeweils von den 
4 C-terminalen Aminosäuren des NS5VPg und den 6 N-terminalen Aminosäuren der 
NS7pol flankiert werden (Tab. 2). 
Die Nukleotidsequenzen der in dieser Arbeit hergestellten Norovirus-NS6pro-
cDNAs wurden in der „GenBank“ hinterlegt. Die Bezeichnung der „niederländischen“ 
Norovirus-Stämme beruht dabei – in Abstimmung mit dem RIVM – auf der Stadt des 
Ausbruchs und der laufenden Nummer des Ausbruchs in dieser Stadt (Tab. 3). Wie 
bereits erwähnt, generierten Siebenga et al. (2007) von den Stämmen des Genotyps 
II.4 die vollständige Nukleotidsequenz des VP1 und hinterlegten diese auch unter 
derselben Stammbezeichnung in der „GenBank“ („Weert E022“ AB303928, „Almelo 
039“ AB303938, „Terneuzen 070“ EF126964, „Nijmegen 115“ EF126966). Der Name 
des „deutschen“ Stamms „Kreischa 23773“ beruht auf der Stadt des Ausbruchs bzw. 
auf der laufenden Probennummer des „Diagnostik-Labors“ (Tab. 3). 
 
Tabelle 3: „GenBank“-Zugangsnummern der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen. 
(Sub-) Genotyp / Stamm Bezeichnung des Stamms GB acc. no. 
GI.2 Hu/NoV/GI.2/Roosendaal/029/NLD/06 JN176916 
GI.b / GI.6 Hu/NoV/GI.b-GI.6/Roosendaal/180/NLD/07 JN176917 
GII.3 Hu/NoV/GII.3/Maastricht/021/NLD/06 JN176909 
GII.4-2002 Hu/NoV/GII.4-2002/Weert/E022/NLD/02 JN176910 
GII.4-2004 Hu/NoV/GII.4-2004/Almelo/039/NLD/04 JN176911 
GII.4-2006a Hu/NoV/GII.4-2006a/Terneuzen/070/NLD/06 JN176912 
GII.4-2006b Hu/NoV/GII.4-2006b/Nijmegen/115/NLD/06 JN176913 
GII.4-Kreischa Hu/NoV/GII.4/Kreischa/23773/DEU/07 JN176914 
GII.b Hu/NoV/GII.b/Nieuwegein/004/NLD/06 JN176915 
 
 
 
 
ERGEBNISSE   68 
3.1.2.  Phylogenetische Analyse der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
 
Bei der phylogenetischen Analyse der generierten Norovirus-NS6pro-Proteasen 
konnte beobachtet werden, dass sich lediglich die NS6pro des Genotyps II.3 eindeu-
tig – sowohl auf Nukleotid- als auch auf Aminosäureebene – dem entsprechenden 
Referenzstamm „Saitama U18“ zuordnet (Abb. 15, Tab. 4). 
Die NS6pro des Genotyps II.b ordnet sich auf Nukleotidebene ebenfalls bei 
dem entsprechenden Referenzstamm „Sydney C14“ ein, wohingegen sich diese aber 
auf Aminosäureebene näher bei dem Referenzstamm des Genotyps II.1 „Hawaii“ be-
findet. Dies ist darin begründet, dass bei dem Genotyp II.b bisher keine vollständige 
Nukleotidsequenz der NS6pro in der „GenBank“ hinterlegt wurde, wobei der Referenz-
stamm „Sydney C14“ mit 72 Nukleotiden am 3‘-Ende der NS6pro die längste bekannte 
Nukleotidsequenz besitzt. Bedingt durch die dementsprechend sehr kurze, bekannte 
Aminosäuresequenz des Stamms „Sydney C14“ – 24 Aminosäuren am C-terminalen 
Ende der NS6pro – und durch die geringeren Sequenzunterschiede auf Aminosäure-
ebene (codon usage) befindet sich die NS6pro daher auf Aminosäureebene näher bei 
dem Genotyp II.1 (Abb. 15, Tab. 4). 
Bei der NS6pro der „vermutlichen“ Rekombinante „I.b / I.6“ konnte festgestellt 
werden, dass sich diese auf Nukleotid- und auf Aminosäureebene – entsprechend 
den benutzten Primern (vgl. Generierung der Norovirus-NS6pro-cDNAs) – nicht dem 
Referenzstamm des Genotyps I.6 „Hesse BS5“ sondern der Rekombinante des Typs 
„I.b / I.6“ „WUG1“ zuordnet. Dies bestätigt letztendlich, dass in der Stuhlprobe des 
Genotyps I.6 „überraschenderweise“ tatsächlich eine Rekombinante des Typs „I.b / 
I.6“ enthalten ist (Abb. 15, Tab. 4). 
Die NS6pro des Genotyps I.2 ordnet sich auf Nukleotid- und auf Aminosäure-
ebene ebenfalls bei dem entsprechenden Referenzstamm „Southampton“ ein, wobei 
diese beiden Stämme auf Aminosäureebene jedoch mit dem Genotyp I.b zusammen-
liegen. Dies ist darin begründet, dass die NS6pro-Proteasen der beiden Genotypen 
auf Nukleotidebene eine Sequenzhomologie von etwa 85 Prozent aufweisen und auf 
Aminosäureebene aufgrund der codon usage eine Sequenzhomologie von nahezu 
100 Prozent besitzen (Abb. 15, Tab. 4). 
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Abbildung 15: Phylogenetische Analyse der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen mit Referenzstämmen. 
Phylogenetische Analyse mit „ClustalX” und „PAUP” (neighbour-joining tree, bootstrap analysis, 1000 replicates) 
auf (A) Nukleotid- und auf (B) Aminosäureebene. (Die „GenBank"-Zugangsnummern der Referenzstämme sind 
im Anhang aufgeführt.) 
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Die NS6pro-Proteasen der Subgenotypen II.4-2002, II.4-2004, II.4-2006a, II.4-
2006b und die NS6pro des Stamms II.4-Kreischa ordnen sich auf Nukleotid- und auf 
Aminosäureebene bei den Referenzstämmen des Genotyps II.4 „Lordsdale“ (GII.4-
<1995), „Farmington Hills“ (GII.4-2002) und „Hunter 504D/04O“ (GII.4-2004) ein, wo-
bei sich die NS6pro-Proteasen der Subgenotypen II.4-2002 und II.4-2004 aber nicht 
direkt den entsprechenden Referenzstämmen „Farmington Hills“ bzw. „Hunter 504D/ 
04O“ zuordnen. Bei den Subgenotypen II.4-2006a und II.4-2006b ist hingegen bisher 
keine Nukleotidsequenz der NS6pro in der „GenBank“ hinterlegt, sodass hierbei keine 
Erkenntnisse über die Zuordnung zu einem entsprechenden Referenzstamm erlangt 
werden konnten. Gleichwohl konnte festgestellt werden, dass die generierten NS6pro-
Proteasen des Genotyps II.4 – sowohl die „niederländischen“ NS6pro-Proteasen als 
auch die „deutsche“ NS6pro des Stamms II.4-Kreischa – beieinander liegen. Bei den 
Subgenotypen II.4-2007 und II.4-2008 ist ebenso noch keine Nukleotidsequenz der 
NS6pro in der „GenBank“ hinterlegt. Da der Subgenotyp II.4-2007 jedoch nur Rekom-
binanten des Typs „II.e / II.4“ beinhaltet, kann bereits ausgeschlossen werden, dass 
der Stamm II.4-Kreischa in diesen Subgenotyp klassifiziert wird (Abb. 15, Tab. 4). 
Desweiteren konnte beobachtet werden, dass sich die bereitgestellte NS6pro 
des Subgenotyps II.4-1995 auf Nukleotidebene dem Genotyp II.4 zuordnet, wobei 
sich diese auf Aminosäureebene aber näher bei dem Referenzstamm des Genotyps 
II.1 „Hawaii“ befindet. Die Ursache hierfür liegt wiederum darin, dass die NS6pro des 
Subgenotyps II.4-1995 auf Nukleotidebene mit den anderen NS6pro-Proteasen des 
Genotyps II.4 eine Sequenzhomologie von etwa 95 Prozent und mit der NS6pro des 
Stamms „Hawaii“ eine Sequenzhomologie von etwa 85 Prozent aufweist, wobei aber 
die Sequenzhomologie mit diesen NS6pro-Proteasen auf Aminosäureebene durch die 
codon usage jeweils etwa 95 Prozent beträgt. Bei dem „eigentlichen“ Referenzstamm 
dieses Subgenotyps „Burwash Landing 331“ ist die Nukleotidsequenz der NS6pro bis-
her noch nicht bekannt, sodass der Stamm „Dresden 174“ im Bereich der NS6pro den 
Referenzstamm des Subgenotyps II.4-1995 darstellt (Abb. 15, Tab. 4). 
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Tabelle 4: Sequenzhomologie der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen mit Referenzstämmen. 
Abgleich der Nukleotid- und der Aminosäuresequenz mit „DNA Strider“ (Needleman-Wunsh-Alignement). (rot) 
höchste Sequenzhomologie der NS6
pro
-Proteasen. (Die „GenBank“-Zugangsnummern der Referenzstämme sind 
im Anhang aufgeführt.) 
Sequenzhomologie nt / aa [%] 
(Sub-) Genotyp / (Sub-) Genotyp / Referenzstamm 
Stamm GI.1 GI.2 GI.4 GI.6 GI.b GII.1 
 Norwalk Southampton Chiba Hesse BS5 WUG1 Hawaii 
GI.2 77,9 / 92,8 96,9 / 99,4 72,9 / 90,1 73,7 / 91,2 87,7 / 98,8 63,4 / 66,3 
GI.b / GI.6 75,1 / 93,4 85,8 / 100r 74,2 / 90,6 75,0 / 91,7 91,0 / 99,4 64,1 / 66,9 
GII.3 61,1 / 66,9 62,6 / 69,1 61,3 / 67,4 61,3 / 67,4 63,5 / 69,1 77,3 / 89,5 
GII.4-1995 63,9 / 65,7 63,5 / 69,1 61,1 / 67,4 61,3 / 68,0 64,6 / 69,1 85,6 / 97,2 
GII.4-2002 63,4 / 66,3 64,5 / 68,0 61,3 / 67,4 61,7 / 68,0 65,0 / 68,0 84,0 / 95,6 
GII.4-2004 63,4 / 66,3 64,8 / 68,0 61,1 / 67,4 62,4 / 68,0 64,6 / 68,0 84,7 / 95,0 
GII.4-2006a 63,5 / 66,3 65,0 / 68,0 61,1 / 67,4 62,2 / 68,0 64,8 / 68,0 84,9 / 95,0 
GII.4-2006b 63,4 / 66,9 64,5 / 68,5 61,7 / 68,0 61,7 / 68,5 65,4 / 68,5 84,2 / 96,1 
GII.4-Kreischa 63,5 / 66,9 65,0 / 68,5 61,3 / 68,0 62,6 / 68,5 64,8 / 68,5 84,9 / 95,6 
GII.b 63,0 / 66,3 64,6 / 68,0 62,8 / 67,4 62,1 / 67,4 66,3 / 68,0 84,0 / 98,3 
(Sub-) Genotyp / (Sub-) Genotyp / Referenzstamm 
Stamm GII.3 GII.4-<1995 GII.4-2002 GII.4-2004 GII.6 
 Saitama U18 Lordsdale Farmington Hills Hunter 504D/04O Saitama U16 
GI.2 61,9 / 68,5 62,2 / 68,5 64,8 / 68,5 64,8 / 68,5 60,8 / 65,7 
GI.b / GI.6 63,2 / 68,5 64,5 / 69,1 63,9 / 69,1 63,7 / 69,1 60,2 / 65,2 
GII.3 97,4 / 98,9 77,3 / 90,1 78,5 / 90,1 77,3 / 90,1 72,0 / 81,8 
GII.4-1995 78,1 / 90,6 92,1 / 97,2 96,3 / 97,2 94,5 / 97,2 72,6 / 80,1 
GII.4-2002 78,1 / 90,1 89,9 / 96,1 95,9 / 98,3 94,5 / 98,3 72,2 / 79,0 
GII.4-2004 77,7 / 89,5 89,5 / 96,7 95,9 / 98,9 94,8 / 98,9 71,8 / 79,6 
GII.4-2006a 77,7 / 89,5 89,7 / 96,7 96,1 / 98,9 95,0 / 98,9 71,8 / 79,0 
GII.4-2006b 78,6 / 90,6 90,1 / 96,7 96,5 / 98,9 95,0 / 98,9 72,6 / 79,6 
GII.4-Kreischa 77,9 / 90,1 89,7 / 97,2 96,1 / 99,4 95,0 / 99,4 72,0 / 79,6 
GII.b 78,6 / 90,6 82,7 / 96,7 83,4 / 96,7 83,2 / 96,7 72,6 / 80,1 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass sich die generierten Norovirus-
NS6pro-Proteasen in die korrekten Genotypen eingruppieren, wobei – wie bereits bei 
der Generierung der NS6pro-cDNAs vermutet – in der Stuhlprobe des Genotyps I.6 „in 
Wahrheit“ eine Rekombinante des Typs „I.b / I.6“ enthalten ist. Bei dem Genotyp II.4 
konnte aber beobachtet werden, dass sich die NS6pro-Proteasen nicht direkt bei den 
Referenzstämmen der Subgenotypen – sofern diese vorhanden sind – befinden. Zu-
dem konnte bestätigt werden, dass der Stamm II.4-Kreischa nicht in den Subgenotyp 
II.4-2007 klassifiziert wird (Abb. 15, Tab. 4). 
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3.2.3.  Alignment der Norovirus-NS6pro-Proteasen des Genotyps II.4 
 
Durch Alignment der generierten NS6pro-Proteasen des Genotyps II.4 und der 
bereits vorliegenden NS6pro des Subgenotyps II.4-1995 konnte festgestellt werden, 
dass die NS6pro-Proteasen des Genotyps II.4 jeweils eine voneinander abweichende 
Nukleotid- bzw. eine voneinander abweichende Aminosäuresequenz besitzen (Abb. 
16, Tab. 5). 
 
Tabelle 5: Sequenzunterschiede der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen des Genotyps II.4. 
Abgleich der Nukleotid- und der Aminosäuresequenz mit „DNA Strider“ (Needleman-Wunsh-Alignement). 
Sequenzunterschiede (Sequenzhomologie [%]) 
(Sub-) Genotyp / (Sub-) Genotyp / Stamm 
Stamm GII.4-1995 GII.4-2002 GII.4-2004 GII.4-2006a GII.4-2006b GII.4-Kreischa 
GII.4-1995 
nt - 30 (94,5) 34 (93,7) 30 (93,9) 12 (97,8) 33 (93,9) 
aa -   6 (96,7)   7 (96,1)   7 (96,1)   5 (97,2)   6 (96,7) 
GII.4-2002 
nt 30 (94,5) - 14 (97,4) 13 (97,6)   3 (99,4) 13 (97,6) 
aa   6 (96,7) -   3 (98,3)   3 (98,3)   1 (99,4)   2 (98,9) 
GII.4-2004 
nt 34 (93,7) 14 (97,4) -   3 (99,4) 13 (97,6)   1 (99,8) 
aa   7 (96,1)   3 (98,3) -   2 (98,9)   2 (98,9)   1 (99,4) 
GII.4-2006a 
nt 30 (93,9) 13 (97,6)   3 (99,4) - 12 (97,8)   2 (99,6) 
aa   7 (96,1)   3 (98,3)   2 (98,9) -   2 (98,9)   1 (99,4) 
GII.4-2006b 
nt 12 (97,8)   3 (99,4) 13 (97,6) 12 (97,8) - 12 (97,8) 
aa   5 (97,2)   1 (99,4)   2 (98,9)   2 (98,9) -   1 (99,4) 
GII.4-Kreischa 
nt 33 (93,9) 13 (97,6)   1 (99,8)   2 (99,6) 12 (97,8) - 
aa   6 (96,7)   2 (98,9)   1 (99,4)   1 (99,4)   1 (99,4) - 
 
Desweiteren konnte beobachtet werden, dass einerseits die NS6pro-Proteasen 
der Subgenotypen II.4-2002 und II.4-2006b und andererseits die NS6pro-Proteasen 
der Subgenotypen II.4-2004 und II.4-2006a und des Stamms II.4-Kreischa sehr nah 
miteinander verwandt sind, wobei diese auf Nukleotidebene 1 bis 3 Nukleotide bzw. 
auf Aminosäureebene 1 bis 2 Aminosäuren unterscheiden. Zwischen diesen beiden 
„Gruppen“ liegt auf Nukleotidebene ein Unterschied von 12 bis 14 Nukleotiden, wobei 
die „Gruppen“ aber auf Aminosäureebene aufgrund der codon usage nur um 2 bis 3 
Aminosäuren divergieren. Die NS6pro des Subgenotyps II.4-1995 weist den größten 
Unterschied zu den anderen NS6pro-Proteasen des Genotyps II.4 auf, da dieser auf 
Nukleotidebene durchschnittlich etwa 30 Nukleotide beträgt. Auf Aminosäureebene 
beläuft sich der Unterschied jedoch durch die codon usage ebenfalls nur auf 5 bis 7 
Aminosäuren (Abb. 16, Tab. 5). 
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Abbildung 16: Alignment der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen des Genotyps II.4 (auf Aminosäureebene). 
(rot) catalytic triad. (gelb) oxyanion hole. (dunkelblau) S1 pocket. (hellblau) S2 pocket. (rosa) substrate binding 
tunnel. (grün) stabilisierende Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. (grau) Mutationen im Vergleich mit 
der NS6
pro
 des Subgenotyps II.4-1995. 
 
Bei detaillierter Betrachtung des Aminosäure-Alignments konnte festgestellt 
werden, dass sich ausgehend von der NS6pro des Subgenotyps II.4-1995 die fünf 
Mutationen Ser43 → Pro43, Ile49 → Val49, Pro90 → Ser90, Glu148 → Gly148 und 
Ser174 → Gly174 bei den NS6pro-Proteasen der „folgenden“ Subgenotypen „zemen-
tieren“ konnten. Hierbei betrifft die Mutation Pro90 → Ser90 eine Aminosäure, die an 
der Ausbildung der stabilisierenden Wasserstoffbrückenbindungen beteiligt ist. Wei-
terhin konnte sich bei den NS6pro-Proteasen der Subgenotypen II.4-2004 und II.4-
2006a und bei der NS6pro des Stamms II.4-Kreischa die Mutation Ala83 → Val83 fes-
tigen. Darüber hinaus treten bei drei NS6pro-Proteasen stamm- oder möglicherweise 
auch subgenotypspezifische Mutationen auf. So konnte bei der NS6pro des Subgeno-
typs II.4-2002 die Mutation Glu79 → Gly79, bei der NS6pro des Subgenotyps II.4-
2004 die Mutation Leu94 → Pro94 und bei der NS6pro des Subgenotyps II.4-2006a 
die Mutation Ala170 → Val170 beobachtet werden. Die Mutation des Subgenotyps 
II.4-2002 befindet sich in der Dimerisierungsdomäne, wobei das entstandene Glycin 
– im Gegensatz zu den restlichen Aminosäuren der Dimerisierungsdomäne – aber 
keine polaren Eigenschaften besitzt (Abb. 16). 
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3.2.4.  Expression und Aufreinigung der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
 
Zur Aktivitätsbestimmung der generierten Norovirus-NS6pro-Proteasen wurden 
diese – ausgehend von den hergestellten Expressionsplasmiden – in E. coli über-
exprimiert und danach aufgereinigt. Da sich die NS6pro-Proteasen hierbei autokata-
lytisch aus dem „verkürzten“ Vorläufer-Polyprotein „herausspalten“ (vgl. Generierung 
der Norovirus-NS6pro-cDNAs), konnten diese nicht über den in frame im Expressions-
vektor „pET-28b(+)“ vorliegenden Histidin-tag aufgereinigt werden. Demzufolge konn-
te die Aufreinigung der NS6pro-Proteasen also nicht in „einem“ Schritt über die Nickel-
Affinitätschromatographie erfolgen, sondern musste in „zwei“ Schritten über einen 
Kationenaustausch und eine Gelfiltration durchgeführt werden, sodass aufgrund der 
dadurch entstehenden höheren Verluste an NS6pro 6 Liter Hauptkultur angeschüttelt 
wurden. Bedingt durch die hohe Zellzahl der Hauptkultur wurden die abzentrifugier-
ten E. coli-Zellen in 50 Milliliter NS6-Resuspensionspuffer aufgenommen, weshalb 
die NS6pro-Proteasen und die bakteriellen Proteine folgend mittels Ammoniumsulfat-
fällung aufkonzentriert wurden. Anschließend wurde eine Dialyse durchgeführt, da 
das Ammoniumsulfat ansonsten die Aufreinigung der NS6pro-Proteasen behindert 
hätte. Zur Abtrennung der NS6pro-Proteasen von den bakteriellen Proteinen erfolgte 
danach also zunächst der Kationenaustausch, wobei nur die „positiv geladenen“ Pro-
teine an das Säulenmaterial binden und diese entsprechend der jeweiligen Ladung 
durch einen ansteigenden NaCl-Gradienten eluiert werden. Nach Vereinen der „posi-
tiven“ Fraktionen (GII.4-Kreischa-NS6pro: Fraktionen 16 - 25) wurde dann die Gelfil-
tration durchgeführt, wobei die Proteine entsprechend der jeweiligen Größe aufge-
trennt werden. Letztlich wurden die „saubersten“ Fraktionen (GII.4-Kreischa-NS6pro: 
Fraktionen 55 - 56 + 63 - 66) vereint und die Konzentration der NS6pro-Proteasen auf 
etwa 0,5 bis 1 Milligramm je Milliliter in 50 Prozent Glycerol eingestellt (Abb. 17). 
Im Verlauf der Aufreinigung wurden die NS6pro-Proteasen mittels eines poly-
klonalen Antikörpers, der gegen die NS6pro gerichtet ist, im Immunblot nachgewiesen 
bzw. die Reinheit der NS6pro-Proteasen durch Coomassie-Färbung bestimmt. Dies ist 
beispielhaft anhand der Aufreinigung der NS6pro des Stamms II.4-Kreischa darge-
stellt. Hierbei konnte – wie auch bei den anderen aufgereinigten NS6pro-Proteasen – 
beobachtet werden, dass im Pellet der Ammoniumsulfatällung aufgrund der hohen 
Konzentration an Ammoniumsulfat weder die NS6pro noch die bakteriellen Proteine 
detektiert werden konnten (Abb. 17). 
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Abbildung 17: Expression, Extraktion und Aufreinigung der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen (am Beispiel der 
GII.4-Kreischa-NS6
pro
). Nachweis der NS6
pro
 durch (A) Coomassie-Färbung und (B) Immunblot (1. Antikörper: 
„Rabbit Anti-Nor-GII-NS6”, 2. Antikörper: „Goat Anti-Rabbit-AP”). Auftragvolumen: 3 µl UF, LF, PF, ÜF und D 
bzw. 8 µl Fraktionen Ionenaustausch und Fraktionen Gelfiltration. D, Dialysat. LF, lösliche Fraktion. M, Protein-
Marker: „PageRuler
®
 Prestained Protein Ladder”. PF, Pellet Ammoniumsulfatfällung. UF, unlösliche Fraktion. ÜF, 
Überstand Ammoniumsulfatfällung. 
ERGEBNISSE   76 
In der folgenden Abb. 18 sind alle aufgereinigten NS6pro-Proteasen dargestellt, 
wobei für den Immunblot und für die Coomassie-Färbung jeweils 4 Mikrogramm der 
NS6pro-Proteasen eingesetzt wurden. Hierbei ist erkennbar, dass die beiden NS6pro-
Proteasen der Genogruppe I nicht mit dem bereits in der Arbeitsgruppe Calicilab vor-
liegenden Antikörper, der anhand der NS6pro des Subgenotyps II.4-1995 hergestellt 
wurde und folgend als „Rabbit Anti-Nor-GII-NS6“ bezeichnet wird, detektiert werden 
konnten. Demzufolge bindet der Antikörper „Rabbit Anti-Nor-GII-NS6“ an ein Epitop, 
das bei den NS6pro-Proteasen der Genogruppe I nicht vorhanden ist. Dies ist darin 
begründet, dass die NS6pro-Proteasen der Genogruppen I und II auf Nukleotidebene 
bzw. auf Aminosäureebene lediglich eine Sequenzhomologie von etwa 65 Prozent 
aufweisen. Zum Nachweis der NS6pro-Proteasen der Genogruppe I wurde daher in 
Zusammenarbeit mit dem „Experimentellen Zentrum“ der Universitätsklinik Dresden 
der dementsprechend als „Rabbit Anti-Nor-GI-NS6“ bezeichnete Antikörper herge-
stellt. Hierfür wurden – jeweils in einem Zeitabstand von etwa vier Wochen – einem 
Kaninchen 500 Mikroliter der aufgereinigten NS6pro des Genotyps I.b injiziert sowie 
10 bis 15 Milliliter Blutserum aus dem „immunisierten“ Kaninchen gewonnen. Ob der 
Antikörper „Rabbit Anti-Nor-GI-NS6“ auch die verschiedenen NS6pro-Proteasen der 
Genogruppe II erkennt, wurde aber nicht untersucht (Abb. 18, Tab. 4). 
Neben den generierten NS6pro-Proteasen und der bereits vorliegenden NS6pro 
des Subgenotyps II.4-1995 wurde – als Negativkontrolle für die folgende Aktivitäts-
bestimmung – eine nicht aktive NS6pro exprimiert und aufgereinigt. Hierfür mutierte 
Scheffler (2008) bei der NS6pro des Subgenotyps II.4-1995 die zur catalytic triad ge-
hörende Aminosäure Cys139 zu Ala139 (= GII.4-1995-NS6pro-mut). Infolgedessen 
kann sich diese nicht aktive NS6pro nicht aus dem „verkürzten“ Vorläufer-Polyprotein 
„herausspalten“, weshalb diese die 64 flankierenden Aminosäuren (vgl. Generierung 
der Norovirus-NS6pro-cDNAs) und in frame den Histidin-tag besitzt. Demnach erfolgte 
die „Expression und Aufreinigung“ der nicht aktiven NS6pro entsprechend dem Proto-
koll der NS7pol-Polymerasen (vgl. Expression und Aufreinigung der Norovirus-NS7pol-
Polymerasen), wobei aber für die Extraktion der NS6-Resuspensionspuffer und für 
die Entsalzung der NS6pro-Gelfiltrationspuffer benutzt wurde (Abb. 18). 
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Abbildung 18: Darstellung der aufgereinigten Norovirus-NS6
pro
-Proteasen. 
Nachweis der NS6
pro
-Proteasen durch (A) Coomassie-Färbung und (B) Immunblot (1. Antikörper: „Rabbit Anti-
Nor-GII-NS6“ bzw. „Rabbit Anti-Nor-GI-NS6”, 2. Antikörper: „Goat Anti-Rabbit-AP”). Auftragmenge: 4 µg NS6
pro
. 
M, Protein-Marker: „PageRuler
®
 Prestained Protein Ladder”. 
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3.2.5.  Aktivitätsbestimmung der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
  (Bestimmung der Enzymkonstanten) 
 
Die Aktivitätsbestimmung der aufgereinigten Norovirus-NS6pro-Proteasen bzw. 
die Bestimmung der entsprechenden Enzymkonstanten (Vmax, KM, kcat und kcat/KM) er-
folgte durch den NS6pro-Assay. Der NS6pro-Assay beruht darauf, dass die Norovirus-
NS6pro-Proteasen kurze Polypeptide (ca. 15 aa), die die Spaltmotive des Norovirus-
Vorläufer-Polyproteins NS1-7 beinhalten, prozessieren können. 
In der Arbeitsgruppe Calicilab etablierte bereits Scheffler (2008) – anhand der 
NS6pro des Subgenotyps II.4-1995 und der entsprechenden nicht aktiven NS6pro (vgl. 
Expression und Aufreinigung der Norovirus-NS6pro-Proteasen) – einen NS6pro-Assay. 
Hierbei wird der Reaktionsansatz nach einer bestimmten Reaktionszeit mittels einer 
HPLC-Anlage durch eine Reversed-Phase-Chromatographie untersucht, wobei das 
Peptid und die beiden Spaltprodukte über einen ansteigenden Acetonitril-Gradienten 
eluiert werden. Je höher die Aktivität der NS6pro-Proteasen ist, desto niedriger ist der 
Peak des Peptids und desto höher sind die Peaks der Spaltprodukte. Zudem konnte 
Scheffler (2008) durch Massenspektrometrie der eluierten Spaltprodukte belegen, 
dass die Prozessierung der Peptide bzw. die Prozessierung des NS1-7 spezifisch an 
den postulierten Spaltstellen erfolgt. Mithilfe des „sogenannten“ NS6pro-HPLC-Assay 
kann demnach die spezifische Aktivität der NS6pro-Proteasen „nachgewiesen“ wer-
den. Die Durchführung des NS6pro-HPLC-Assay ist jedoch sehr „zeitaufwendig“, da 
die Reversed-Phase-Chromatographie pro Reaktionsansatz jeweils etwa 45 Minuten 
dauert. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der „zeitsparende“ NS6pro-FRET-Assay 
etabliert, um die Aktivität der generierten NS6pro-Proteasen innerhalb kurzer Zeit um-
fassend „quantifizieren“ zu können. Hierbei kommt ein Peptid zum Einsatz, das am 
N-terminus einen Quencher (DABCYL) und am C-terminus eine Farbstoff (EDANS) 
trägt. Durch die Aktivität der NS6pro-Proteasen wird das Peptid dann gespalten, so-
dass der Quencher und der Farbstoff räumlich voneinander getrennt werden und die 
Fluoreszenz des Farbstoffs detektiert werden kann. Die Fluoreszenz ist dabei umso 
stärker, je höher die Aktivität der NS6pro-Proteasen ist. Die Intensität der Fluoreszenz 
kann letztendlich in etwa 5 Minuten mit einem Plattenlesegerät ermittelt werden, wo-
bei zudem mehrere Reaktionsansätze gleichzeitig untersucht werden können. 
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3.2.5.1.  Zeitabhängige Aktivität der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
 
Für die Bestimmung der Enzymkonstanten der NS6pro-Proteasen musste – wie 
für die Bestimmung der Enzymkonstanten eines jeden beliebigen Enzyms – zunächst 
der Zeitpunkt ermittelt werden, an dem sich die Enzymreaktion im Fließgleichgewicht 
(steady state) befindet. Hierfür wurde die zeitabhängige Enzymaktivität der NS6pro-
Proteasen bestimmt, bei der die Konzentration des Substrats – also des Peptids – 
konstant bleibt und die Reaktionszeit variiert. 
Um zu bestätigen, dass die beim NS6pro-FRET-Assay detektierte Fluoreszenz 
tatsächlich durch die Prozessierung des Peptids und nicht durch die unspezifische 
Abspaltung des Quenchers oder des Farbstoffs entsteht, musste die zeitabhängige 
Aktivität der NS6pro-Proteasen zuerst mit dem NS6pro-HPLC-Assay „nachgewiesen“ 
werden. Für den NS6pro-HPLC-Assay und für den NS6pro-FRET-Assay kamen hierbei 
Peptide zum Einsatz, die das NS3/4-Spaltmotiv beinhalten, da dieses mit sehr hoher 
Effizienz durch die NS6pro-Proteasen prozessiert wird. Diese beiden Peptide wurden 
anhand des Stamms „Dresden 174“ entworfen, weshalb diese folgend als „Nor-GII.4-
1995-NS3/4“ bzw. als „Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“ bezeichnet werden. 
Der „Nachweis“ der zeitabhängigen Aktivität im NS6pro-HPLC-Assay wurde 
beispielhaft anhand der NS6pro des Stamms II.4-Kreischa durchgeführt. Hierbei wur-
den jeweils 5 mikromolar NS6pro und 3 Mikrogramm Peptid „Nor-GII.4-1995-NS3/4“ 
(= 34,53 µM Peptid) eingesetzt, die Reaktionen nach 5, 15, 30, 60 bzw. 120 Minuten 
abgestoppt und durch Reversed-Phase-Chromatographie untersucht. Zudem wurden 
als Negativkontrollen der NS6-Assay-Puffer und eine Reaktion, die nach 0 Minuten 
abgestoppt wurde, mitgeführt. Es konnte beobachtet werden, dass die Konzentration 
des Peptids mit zunehmender Reaktionszeit abnahm, wohingegen die Konzentration 
der Spaltprodukte anstieg (Abb. 19). Bei den „restlichen“ in dieser Arbeit generierten 
NS6pro-Proteasen – d.h. bei ausgewählten Enzymen der Genogruppen I und II – wur-
de die Aktivität lediglich nach 120 Minuten kontrolliert, wobei alle NS6pro-Proteasen 
das Peptid prozessieren konnten. Hierbei muss aber erwähnt werden, dass durch ein 
deutlich höheres Injektionsvolumen bei der Reversed-Phase-Chromatographie die 
beiden Spaltprodukte einen „hohen“ Peak bilden (Abb. 20). Demnach konnte bestä-
tigt werden, dass die beim NS6pro-FRET-Assay detektierte Fluoreszenz tatsächlich 
auf der spezifischen Spaltung des Peptids durch die NS6pro-Proteasen beruht. 
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Abbildung 19: Zeitabhängige Enzymaktivität 
der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen im NS6
pro
-
HPLC-Assay (am Beispiel der GII.4-Kreischa-
NS6
pro
). (A) Probe: 20 µl NS6-Assay-Puffer. (B) 
Probe: 20 µl Reaktionsansatz. Enzymkonzen-
tration:  5 µM NS6
pro
. Substratkonzentration: 
34,53 µM Peptid „Nor-GII.4-1995-NS3/4“. Reak-
tionszeit: 0, 5, 15, 30, 60 bzw. 120 min. (roter 
Pfeil) Peptid. (grüne Pfeile) Spaltprodukte. 
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Abbildung 20: Enzymaktivität der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen im NS6
pro
-HPLC-Assay. 
Enzymkonzentration: 5 µM NS6
pro
. Substratkonzentration: 34,53 µM Peptid „Nor-GII.4-1995-NS3/4“. Reak-
tionszeit: 120 min. Injektionsvolumen: 200 µl. (roter Pfeil) Peptid. (grüner Pfeil) Spaltprodukte. 
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Für die „Quantifizierung“ der zeitabhängigen Aktivität der NS6pro-Proteasen im 
NS6pro-FRET-Assay wurden jeweils 1 mikromolar NS6pro und 4 Mikrogramm Peptid 
„Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“ (= 8,46 µM Peptid) eingesetzt und die Fluoreszenz der 
Reaktionen nach 5, 15, 30, 60 bzw. 120 Minuten detektiert. Zudem wurde – für jede 
NS6pro – als „Nullwert“ die Fluoreszenz einer Reaktion ohne Peptid detektiert und 
diese von den Messwerten der entsprechenden NS6pro abgezogen. Zur Berechnung 
des Standardfehlers (standard error of mean, SEM) wurde eine Vierfachbestimmung 
der Messwerte durchgeführt. Letztendlich wurde für die Konzentrationsbestimmung 
der Spaltprodukte eine Standardkurve erstellt, indem 0,1 bis 25 Mikrogramm Peptid 
„Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“ (= 0,21 - 52,88 µM Peptid) für jeweils 120 Minuten mit 
5 mikromolar NS6pro des Stamms II.4-Kreischa – also unter NS6pro-Überschuss – in-
kubiert wurden (Abb. 21, Anh. 6). 
 
 
Abbildung 21: Zeitabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen im NS6
pro
-FRET-Assay. 
Enzymkonzentration: 1 µM NS6
pro
. Substratkonzentration: 8,46 µM Peptid „Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“. 
Reaktionszeit: 5, 15, 30, 60 bzw. 120 min. 4-fach-Bestimmung der Messwerte. Berechnung des SEM. (blau) 
Genotypen der Vergleichsgruppe. (rot) Subgenotypen bzw. Stämme des Genotyps II.4. (grün) bereitgestellte 
NS6
pro
 des Subgenotyps II.4-1995. (schwarz) bereitgestellte nicht aktive NS6
pro
 des Subgenotyps II.4-1995. (Die 
Zahlenwerte können dem Anhang entnommen werden.) 
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Bei der „Quantifizierung“ der zeitabhängigen Aktivität der NS6pro-Proteasen im 
NS6pro-FRET-Assay konnte demnach festgestellt werden, dass die mutierte NS6pro 
des Subgenotyps II.4-1995 – wie zu erwarten – nicht aktiv ist. Die NS6pro-Proteasen 
der Genotypen I.2 und I.b, der Subgenotypen II.4-2002 und II.4-2004 und die NS6pro 
des Stamms II.4-Kreischa besitzen die höchste Aktivität, wobei diese in 120 Minuten 
etwa 95 Prozent des Peptids prozessieren konnten. Eine etwas geringere Aktivität 
weisen die NS6pro-Proteasen des Subgenotyps II.4-2006b und des Genotyps II.b auf, 
da diese in 120 Minuten etwa 90 bzw. 80 Prozent des Peptids spalten konnten. Die 
NS6pro-Proteasen der Subgenotypen II.4-1995 und II.4-2006a besitzen die geringste 
Aktivität, wobei diese in 120 Minuten lediglich etwa 50 Prozent des Peptids spalten 
konnten. Zudem konnte beobachtet werden, dass sich die Reaktion bei allen aktiven 
NS6pro-Proteasen nach einer Reaktionszeit von 10 Minuten im steady state befindet 
(Abb. 21). 
 
3.2.5.2.  Konzentrationsabhängige Aktivität der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
 
Zur Bestimmung der Enzymkonstanten der NS6pro-Proteasen musste danach 
– ebenso wie bei jedem beliebigen Enzym – die konzentrationsabhängige Enzym-
aktivität ermittelt werden, bei der die Reaktionszeit konstant – im Bereich des steady 
state – bleibt und die Konzentration des Substrats variiert. 
Die konzentrationsabhängige Aktivität der NS6pro-Proteasen wurde zunächst 
ebenfalls beispielhaft anhand der NS6pro des Stamms II.4-Kreischa im NS6pro-HPLC-
Assay „nachgewiesen“. Hierbei wurden jeweils 5 mikromolar NS6pro und 1, 2, 5, 15 
bzw. 25 Mikrogramm Peptid „Nor-GII.4-1995-NS3/4“ (= 11,51, 23,03, 57,57, 172,71 
bzw. 287,85 µM Peptid) eingesetzt, die Reaktionen nach 10 Minuten abgestoppt und 
durch Reversed-Phase-Chromatographie untersucht. Es konnte festgestellt werden, 
dass bis zu einer Konzentration von 57,57 mikromolar Peptid die Konzentration der 
Spaltprodukte zunahm, wobei aber bei einer noch höheren Konzentration an Peptid 
die Konzentration der Spaltprodukte konstant auf dem vorherigen Niveau blieb. Die 
NS6pro des Stamms II.4-Kreischa konnte demnach unter den gewählten Reaktions-
bedingungen die Substratsättigung erreichen (Abb. 22). Anhand dieser Ergebnisse 
konnte bestätigt werden, dass auch die Bestimmung der konzentrationsabhängigen 
Aktivität im NS6pro-FRET-Assay auf der spezifischen Spaltung des Peptids durch die 
NS6pro-Proteasen beruht. 
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Abbildung 22: Konzentrationsabhängige 
Enzymaktivität der Norovirus-NS6
pro
-Pro-
teasen  im NS6
pro
-HPLC-Assay (am Bei-
spiel der GII.4-Kreischa-NS6
pro
). Enzym-
konzentration: 5 µM NS6
pro
. Substrat-
konzentration: 11,51, 23,03, 57,57, 172,71 
bzw. 287,85 µM Peptid „Nor-GII.4-1995-
NS3/4“. Reaktionszeit: 10 min. Injektions-
volumen: 20 µl. (roter Pfeil) Peptid. (grüne 
Pfeile) Spaltprodukte. (blaue Linien) 20 - 40 
mAU. 
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Für die „Quantifizierung“ der konzentrationsabhängigen Aktivität der NS6pro-
Proteasen im NS6pro-FRET-Assay wurden jeweils 1 mikromolar NS6pro und 1, 2, 4, 8, 
12 bzw. 20 Mikrogramm Peptid „Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“ (= 2,11, 4,23, 8,46, 
16,92, 25,38 bzw. 42,29 µM Peptid) eingesetzt und die Fluoreszenz der Reaktionen 
ebenfalls nach 10 Minuten detektiert. Zur Berechnung des SEM wurde – wie auch 
bei der „Quantifizierung“ der zeitabhängigen Aktivität der NS6pro-Proteasen – eine 
Vierfachbestimmung der Messwerte durchgeführt und der zuvor bestimmte „Nullwert“ 
von den Messwerten der entsprechenden NS6pro abgezogen. Gleichermaßen wurde 
die Konzentration der Spaltprodukte anhand der zuvor erstellten Standardkurve be-
stimmt. Die mutierte NS6pro des Subgenotyps II.4-1995 wurde jedoch nicht migeführt, 
da bereits bei der „Quantifizierung“ der zeitabhängigen Aktivität bestätigt wurde, dass 
diese im NS6pro-FRET-Assay nicht aktiv ist (Abb. 23, Anh. 6). 
 
 
Abbildung 23: Konzentrationsabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen im NS6
pro
-FRET-
Assay. Enzymkonzentration: 1 µM NS6
pro
. Substratkonzentration: 2,11, 4,23, 8,46, 16,92, 25,38 bzw.     
42,29 µM Peptid „Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“. Reaktionszeit: 10 min. 4-fach-Bestimmung der Messwerte. 
Berechnung des SEM. (blau) Genotypen der Vergleichsgruppe. (rot) Subgenotypen bzw. Stämme des Genotyps 
II.4. (grün) bereitgestellte NS6
pro
 des Subgenotyps II.4-1995. (Die Zahlenwerte können dem Anhang entnommen 
werden.) 
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Bei der „Quantifizierung“ der konzentrationsabhängigen Aktivität im NS6pro-
FRET-Assay konnte demnach beobachtet werden, dass die NS6pro-Proteasen unter 
den gewählten Reaktionsbedingungen nicht die Substratsättigung erreichen konnten. 
Die NS6pro-Proteasen der Subgenotypen II.4-1995 und II.4-2006a besitzen hier – wie 
auch bei der „Quantifizierung“ der zeitabhängigen Aktivität – die geringste Aktivität, 
da diese maximal nur etwa 7 mikromolar Peptid prozessieren konnten. Eine etwas 
höhere Aktivität weisen wiederum die NS6pro-Proteasen des Genotyps II.b und des 
Subgenotyps II.4-2006b auf, wobei diese maximal etwa 8 mikromolar Peptid spalten 
konnten. Eine deutlich höhere Aktivität besitzen abermals die NS6pro-Proteasen der 
Genotypen I.2 und I.b, der Subgenotypen II.4-2002 und II.4-2004 und des Stamms 
II.4-Kreischa, da diese maximal etwa 9 bis 14 mikromolar Peptid prozessieren konn-
ten. Die bedeutend höchste Aktivität weist aber die NS6pro des Genotyps II.3 auf, wo-
bei diese maximal etwa 19 mikromolar Peptid spalten konnte (Abb. 23). 
 
3.2.5.3.  Enzymkonstanten der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
 
Unter Zuhilfenahme des Computer-Programms „GraphPad Prism“ wurden aus 
den Messwerten der konzentrationsabhängigen Enzymaktivität über eine nichtlineare 
Regression die Enzymkonstanten Vmax und KM bestimmt, da dies wesentlich genauer 
ist als eine lineare Regression nach Lineweaver-Burk. Hierbei wird die Genauigkeit 
der nichtlinearen „Regressionsgerade“ durch das Bestimmtheitsmaß r2 angegeben. 
Nach der Michaelis-Menten-Theorie beschreibt Vmax die maximale Geschwindigkeit 
der Enzymreaktion, wobei die Michaelis-Konstante KM die Substratkonzentration, bei 
der die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird, darstellt. Durch Divi-
dieren von Vmax durch die eingesetzte Enzymkonzentration wird die Wechselzahl kcat 
(turn-over number) berechnet, die den maximalen Substratumsatz pro Zeiteinheit bei 
einer Enzymkonzentration von 1 molar („molekulare Enzymaktivität“) beschreibt und 
damit die Geschwindigkeitskonstante der Enzymreaktion bildet. Der Quotient aus kcat 
durch KM bezeichnet die „katalytische Effizienz“ eines Enzyms, wobei diese zwischen 
50 M-1 * s-1 (humane Aldolase A mit dem Substrat Fructose-1-phosphat, Kusakabe et 
al. 1994) und 76.000.000 M-1 * s-1 (murine Carboanhydrase mit dem Substrat CO2, 
Earnhardt et al. 1998) liegt. Im Rahmen dieser Arbeit dient die „katalytische Effizienz“ 
als Maß für die Akitvität eines Enzyms. 
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Tabelle 6: Enzymkonstanten der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen. 
Bestimmung der Enzymkonstanten durch nichtlineare Regression mit „GraphPad Prism“. 
Enzymkonstanten 
(Sub-) Genotyp / r
2 
Vmax KM kcat kcat/KM 
Stamm  [µM * s
-1
] [µM] [s
-1
] [µM
-1
 * s
-1
] [M
-1
 * s
-1
] 
GI.2 0,9958 0,0599   61,66 0,0599 0,000971   971,46 
GI.6 0,9981 0,0459   54,86 0,0459 0,000836   835,76 
GII.3 0,9956 0,0577   34,90 0,0577 0,001653 1653,30 
GII.4-1995 0,9965 0,0443 122,90 0,0443 0,000360   360,05 
GII.4-2002 0,9945 0,0314   28,00 0,0314 0,001120 1119,64 
GII.4-2004 0,9972 0,0333   41,65 0,0333 0,000800   799,92 
GII.4-2006a 0,9995 0,0333   75,14 0,0333 0,000443   442,73 
GII.4-2006b 0,9992 0,0359   59,82 0,0359 0,000600   599,58 
GII.4-Kreischa 0,9929 0,0429   36,00 0,0429 0,001191 1190,74 
GII.b 0,9992 0,0323   58,04 0,0323 0,000557   556,51 
 
Bei Durchführen der nichtlinearen Regression mit „GraphPad Prism“ konnte 
beobachtet werden, dass das Bestimmtheitsmaß der einzelnen Regressionsgeraden 
höher als 0,99 ist. Dies bedeutet also, dass die für die NS6pro-Proteasen berechneten 
Enzymkonstanten tatsächlich korrekt sind, obwohl diese bei der „Quantifizierung“ der 
konzentrationsabhängigen Aktivität nicht die Substratsättigung erreichen konnten. 
Für die NS6pro-Proteasen konnte hierbei eine katalytische Effizienz von 360 bis 1650 
M-1 * s-1 berechnet werden, sodass diese – verglichen mit der katalytischen Effizienz 
anderer Enzyme – eher relativ gering ist. Die geringste katalytische Effizienz besitzen 
die NS6pro-Proteasen der Subgenotypen II.4-1995 (ca. 360 M-1 * s-1) und II.4-2006a 
(ca. 440 M-1 * s-1); gefolgt von den NS6pro-Proteasen des Genotyps II.b (ca. 560 M-1 * 
s-1) und des Subgenotyps II.4-2006b (ca. 600 M-1 * s-1). Eine etwas höhere kataly-
tische Effizienz weist die NS6pro des Subgenotyps II.4-2004 (ca. 800 M-1 * s-1) auf; 
gefolgt von den NS6pro-Proteasen der Genotypen I.b (ca. 840 M-1 * s-1) und I.2 (ca. 
970 M-1 * s-1). Noch deutlich höher ist die katalytische Effizienz der NS6pro-Proteasen 
des Subgenotyps II.4-2002 (ca. 1120 M-1 * s-1) und des Stamms II.4-Kreischa (ca. 
1190 M-1 * s-1), die nur noch durch die katalytische Effizienz der NS6pro des Genotyps 
II.3 (ca. 1650 M-1 * s-1) übertroffen werden. Bei Betrachtung der NS6pro-Proteasen 
des Genotyps II.4 kann daher folgende Reihenfolge festgestellt werden: II.4-1995 < 
II.4-2006a < II.4-2006b < II.4-2004 < II.4-2002 < II.4-Kreischa (Tab. 6). 
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3.3.   Untersuchung der Norovirus-NS7pol-Polymerasen 
3.3.1.  Generierung der Norovirus-NS7pol-cDNAs 
  (Herstellung der Expressionsplasmide) 
 
Zur Herstellung der Norovirus-NS7pol-Expressionsplasmide konnte bei den 
Stuhlproben des Genotyps I.2, der Subgenotypen II.4-2002, II.4-2006a, II.4-2006b 
bzw. bei der Stuhlprobe des Stamms II.4-Kreischa auf die in den Vektor „pCR®-Blunt 
II-TOPO®“ inserierten und sequenzierten PCR-Produkte, die jeweils die vollständige 
Nukleotidsequenz der NS6pro und der NS7pol umfassen und bereits für die Herstel-
lung der NS6pro-Expressionsplasmide benutzt wurden, zurückgegriffen werden (vgl. 
Generierung der Norovirus-NS6pro-cDNAs). Hierbei erfolgte – ausgehend von den 
entsprechenden Plasmiden – eine PCR mit einem Forward-Primer, der am 5‘-Ende 
der NS7pol bindet, und mit einem Reverse-Primer, der am 3‘-Ende der NS7pol bindet. 
Die PCR-Produkte wurden in den Expressionsvektor „pET-28b(+)“ kloniert und die 
korrekte Nukleotidsequenz durch Sequenzierung kontrolliert (Abb. 24, Tab. 7). 
Dementgegen konnte bei den Stuhlproben der Genotypen I.6 und II.3 bzw. bei 
der Stuhlprobe des Subgenotyps II.4-2004 auf die One-Step-RT-PCR-Produkte, die 
ebenfalls jeweils die vollständige Nukleotidsequenz der NS6pro und der NS7pol um-
fassen und bereits für die Herstellung der NS6pro-Expressionsplasmide benutzt wur-
den, zurückgegriffen werden (vgl. Generierung der Norovirus-NS6pro-cDNAs). Hierbei 
erfolgte bei dem Subgenotyp II.4-2004 – ausgehend von den entsprechenden One-
Step-PCR-Produkten – ebenso eine PCR mit einem Forward-Primer, der am 5‘-Ende 
der NS7pol bindet, und mit einem Primer, der am 3‘-Ende der NS7pol bindet. Nach der 
Klonierung der PCR-Produkte in den Expressionsvektor „pET-28b(+)“ wurden etwa 
fünf bis zehn inserierte PCR-Produkte „durchsequenziert“ und ein Plasmid, das die 
häufigste Nukleotidsequenz enthielt, für die Expression der NS7pol verwendet (Abb. 
24, Tab. 7). 
Bei den Stuhlproben der Genotypen I.6 und II.3 konnte durch die One-Step-
RT-PCR nur eine geringe Konzentration an Norovirus-cDNA generiert werden, so-
dass zwischen die bereits durchgeführte One-Step-RT-PCR und die PCR – mit den 
oben aufgeführten Primern – eine weitere PCR eingeschoben werden musste. Für 
diese PCR wurde ein Forward-Primer, der nahe dem 3‘-Ende der NS6pro bindet, und 
ein Reverse-Primer, der nahe dem 5‘-Ende des VP1 bindet, benutzt (Abb. 24, Tab. 
7). 
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der Generierung der Norovirus-NS7
pol
-cDNAs. 
 
Bei dem Norovirus-Genotyp II.b ist – im Gegensatz zur NS6pro – die vollstän-
dige Nukleotidsequenz der NS7pol in der „GenBank“ hinterlegt, sodass zunächst die 
NS7pol-cDNA und erst „bedeutend später“ die NS6pro-cDNA aus dem entsprechenden 
Nukleinsäure-Extrakt generiert wurde (vgl. Generierung der Norovirus-NS6pro-cDNA). 
Da die Stuhlprobe des Genotyps II.b aber eine geringe Konzentration an Norovirus-
RNA aufwies, konnte – ausgehend von dem Nukleinsäure-Extrakt – durch einen RT-
Schritt mit dem Oligo(dT)-Primer und durch eine PCR mit einem Forward-Primer, der 
am 3‘-Ende der NS6pro bindet, und mit einem Reverse-Primer, der an den – für jede 
Genogruppe hochkonservierten – überlappenden Bereich zwischen der NS7pol und 
dem VP1 bindet, keine Norovirus-cDNA generiert werden. Daher erfolgte eine One-
Step-PCR mit den zuvor – für die PCR – verwendeten Primern. Die Konzentration 
der One-Step-RT-PCR-Produkte war jedoch so gering, dass diese wiederum nicht in 
den Vektor „pCR®-Blunt II-TOPO®“ kloniert werden konnten. Infolgedessen wurde     
– ausgehend von den One-Step-RT-PCR-Produkten – eine PCR mit einem Forward-
Primer, der sich an das 5‘-Ende der NS7pol anlagert, und mit einem Reverse-Primer, 
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der sich an das 3‘-Ende der NS7pol anlagert, durchgeführt. Nach der Klonierung der 
PCR-Produkte in den Expressionsvektor „pET-28b(+)“ wurden ebenso etwa fünf bis 
zehn inserierte PCR-Produkte „durchsequenziert“ und ein Plasmid, das die häufigste 
Nukleotidsequenz enthielt, für die Expression verwendet (Abb. 24, Tab. 7). 
 
Tabelle 7: Reaktionsbedingungen für die Generierung der Norovirus-NS7
pol
-cDNAs. 
Primer (Zyklen) 
(Sub-) Genotyp / RT PCR 
Stamm RT-Schritt One-Step-RT-PCR 1. PCR 2. PCR 
GI.2 Oligo(dT) - 485/486 (40) 508/509 (30) 
GI.b / GI.6 - 487/488 (60) 530/531 (60) 557/558 (50) 
GII.3 - 489/490 (60) 534/081 (60) 544/545 (30) 
GII.4-2002 Oligo(dT) - 436/041 (50) 501/502 (30) 
GII.4-2004 - 436/041 (50) 501/502 (50) - 
GII.4-2006a Oligo(dT) - 436/041 (60) 501/502 (30) 
GII.4-2006b Oligo(dT) - 436/041 (30) 501/502 (30) 
GII.4-Kreischa Oligo(dT) - 436/041 (30) 501/502 (30) 
GII.b - 561/081 (50) 562/545 (50) - 
 
Die Primer für die One-Step-RT-PCRs und für die PCRs wurden – wie auch 
bei der Generierung der NS6pro-cDNAs – anhand der in der „GenBank“ befindlichen 
Referenzstämme „designt“. Bei der Stuhlprobe des Genotyps I.6 konnten abermals 
lediglich die Primer, die anhand der Rekombinante des Typs „I.2 / I.b“ „WUG1“ ent-
worfen wurden, binden. Gleichermaßen wurde bei den Stuhlproben, die eine geringe 
Konzenztration an Norovirus-RNA aufwiesen, die Zyklenzahl bei den One-Step-RT-
PCRs bzw. bei den PCRs entsprechend erhöht (Tab. 7). Die dadurch entstehenden 
heterogenen Produkt-Gemische wurden wiederum direkt – also ohne Gelextraktion – 
für die Klonierung verwendet (vgl. Generierung der Norovirus-NS6pro-cDNAs). 
Bei der Stuhlprobe des Subgenotyps II.4-1995 konnte – ebenso wie bei der 
Generierung der NS6pro-cDNAs – keine Norovirus-NS7pol-cDNA hergestellt werden, 
obwohl zahlreiche Primer-Kombinationen eingesetzt wurden und die Zyklenzahl bei 
den One-Step-RT-PCRs und den PCRs bis auf neunzig erhöht wurde. Infolgedessen 
wurde ebenfalls eine NS7pol-cDNA, die bereits in der Arbeitsgruppe Calicilab vorhan-
den war und ebenso in den Subgenotyp II.4-1995 eingeordnet wird, verwendet. Hier-
für generierte Herzog (2004) aus einer „anderen“ Stuhlprobe (Zeitpunkt Probenahme: 
1997) ein cDNA-Fragment, aus dem die NS7pol dann in den Expressionsvektor „pET-
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28b(+)“ kloniert wurde. Die Nukleotidsequenz dieser NS7pol wurde jedoch noch nicht 
in der „GenBank“ hinterlegt (vgl. Generierung der Norovirus-NS6pro-cDNAs). 
Die im Rahmen dieser Arbeit generierten NS7pol-cDNAs wurden in frame zu 
dem im Expressionsvektor „pET-28b(+)“ enthaltenen Histidin-tag kloniert, sodass die 
NS7pol-Polymerasen jeweils mit den korrekten N-terminalen Aminosäuren beginnen 
und „zwei“ vektorspezifische Aminosäuren zwischen den C-terminalen Aminosäuren 
der NS7pol-Polymerasen und dem Histidin-tag liegen. Die bereitgestellte NS7pol des 
Subgenotyps II.4-1995 beginnt ebenso mit den korrekten N-terminalen Aminosäuren, 
wohingegen aber „acht“ vektorspezifische Aminosäuren zwischen den C-terminalen 
Aminosäuren der NS7pol und dem Histidin-tag liegen, da diese NS7pol-cDNA in den 
Vektor ligiert wurde (Tab. 7). 
Die Nukleotidsequenzen der in dieser Arbeit hergestellten Norovirus-NS7pol-
Polymerasen konnten ebenso – unter den entsprechenden Stammbezeichnungen – 
in der „GenBank“ hinterlegt werden (vgl. Generierung der Norovirus-NS6pro-cDNAs) 
(Tab. 8). 
 
Tabelle 8: „GenBank“-Zugangsnummern der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen. 
(Sub-) Genotyp / Stamm Bezeichnung des Stamms GB acc. no. 
GI.2 Hu/NoV/GI.2/Roosendaal/029/NLD/06 JN176918 
GI.b / GI.6 Hu/NoV/GI.b-GI.6/Roosendaal/180/NLD/07 JN176919 
GII.3 Hu/NoV/GII.3/Maastricht/021/NLD/06 JN176920 
GII.4-2002 Hu/NoV/GII.4-2002/Weert/E022/NLD/02 JN176921 
GII.4-2004 Hu/NoV/GII.4-2004/Almelo/039/NLD/04 JN176922 
GII.4-2006a Hu/NoV/GII.4-2006a/Terneuzen/070/NLD/06 JN176923 
GII.4-2006b Hu/NoV/GII.4-2006b/Nijmegen/115/NLD/06 JN176924 
GII.4-Kreischa Hu/NoV/GII.4/Kreischa/23773/DEU/07 JN176925 
GII.b Hu/NoV/GII.b/Nieuwegein/004/NLD/06 JN176926 
 
3.3.2.  Phylogenetische Analyse der Norovirus-NS7pol-Polymerasen 
 
Bei der phylogenetischen Analyse der Norovirus-NS7pol-Polymerasen konnte 
beobachtet werden, dass sich die NS7pol-Polymerasen der Genotypen I.2, II.3 bzw. 
II.b jeweils eindeutig – sowohl auf Nukleotid- als auch auf Aminosäureebene – dem 
entsprechenden Referenzstamm „Southampton“ (GI.2), „Saitama U18“ (GII.3) bzw. 
„Sydney C14“ (GII.b) zuordnen (Abb. 25, Tab. 9). 
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Abbildung 25: Phylogenetische Analyse der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen mit Referenzstämmen. 
Phylogenetische Analyse mit „ClustalX” und „PAUP” (neighbour-joining tree, bootstrap analysis, 1000 replicates) 
auf (A) Nukleotid- und auf (B) Aminosäureebene. (Die „GenBank"-Zugangsnummern der Referenzstämme sind 
im Anhang aufgeführt.) 
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Die NS7pol der „bereits bestätigten“ Rekombinante „I.b / I.6“ befindet sich – 
entsprechend den benutzten Primern (vgl. Generierung der Norovirus-NS7pol-cDNAs) 
– auf Nukleotid- und auf Aminosäureebene nicht bei dem Referenzstamm des Geno-
typs I.6 „Hesse BS5“ sondern bei der Rekombinante des Typs „I.b / I.6“ „WUG1“. Da-
her konnte „abermals bestätigt“ werden, dass die Stuhlprobe des Genotyps I.6 „in 
Wirklichkeit“ eine Rekombinante des Typs „I.b / I.6“ beinhaltet (vgl. Phylogenetische 
Analyse der Norovirus-NS6pro-Proteasen) (Abb. 25, Tab. 9). 
Bei allen NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4 konnte beobachtet werden, 
dass sich diese auf Nukleotid- und auf Aminosäureebene den Referenzstämmen des 
Genotyps II.4 „Lordsdale“ (GII.4-<1995), „Burwash Landing 331“ (GII.4-1995), „Farm. 
Hills“ (GII.4-2002), „Hunter 504D/04O“ (GII.4-2004), „Yerseke 38“ (GII.4-2006a) „Den 
Haag 89“ (GII.4-2006b) und „Osaka OC08086“ (GII.4-2008) zuordnen, wobei sich die 
NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2002, II.4-2004 und II.4-2006a aber nicht 
direkt bei den entsprechenden Referenzstämmen „Farm. Hills“, „Hunter 504D/04O“ 
bzw. „Yerseke 38“ befinden. Lediglich die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen 
II.4-1995 und II.4-2006b befinden sich nahe den entsprechenden Referenzstämmen 
„Burwash Landing 331“ bzw. „Den Haag 89“. Zudem konnte festgestellt werden, dass 
die „niederländischen“ NS7pol-Polymerasen und die „deutsche“ NS7pol des Stamms 
II.4-Kreischa sehr nah untereinander bzw. mit dem Referenzstamm des Subgenotyps 
II.4-2006b „Den Haag 89“ beieinander liegen. Die NS7pol des Stamms II.4-Kreischa 
befindet sich daher nicht bei dem Referenzstamm des Subgenotyps II.4-2008 „Osaka 
OC08086“ (Abb. 25, Tab. 9). Hierbei muss jedoch hinzugefügt werden, dass von den 
Referenzstämmen „Burwash Landing 331“, „Yerseke 38“, „Den Haag 89“ und „Osaka 
OC08086“ nur die partielle Nukleotidsequenz der NS7pol in der „GenBank“ hinterlegt 
ist („Burwash Landing 331“ 588 nt / 196 aa, „Yerseke 38“, „Den Haag 89“ & „Osaka 
OC08086“ 802 bp / 267 aa am 3‘-Ende der NS7pol). 
In der Tab. 9 werden die NS7pol-Polymerasen mit den Referenzstämmen, bei 
denen die vollständige Nukleotidsequenz der NS7pol in der „GenBank“ verfügbar ist, 
verglichen. 
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Tabelle 9: Sequenzhomologie der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen mit Referenzstämmen. 
Abgleich der Nukleotid- und der Aminosäuresequenz mit „DNA Strider“ (Needleman-Wunsh-Alignement). (rot) 
höchste Sequenzhomologie der NS7
pol
-Polymerasen. (Die „GenBank“-Zugangsnummern der Referenzstämme 
sind im Anhang aufgeführt.) 
Sequenzhomologie nt / aa [%] 
(Sub-) Genotyp / (Sub-) Genotyp / Referenzstamm 
Stamm GI.1 GI.2 GI.4 GI.6 GI.b GII.1 
 Norwalk Southampt. Chiba Hesse BS5 WUG1 Hawaii 
GI.2 76,8 / 91,1 96,0 / 99,0 74,8 / 90,6 77,0 / 89,0 85,8 / 97,8 61,0 / 63,7 
GI.b / GI.6 76,8 / 90,7 85,2 / 96,9 75,6 / 90,2 75,9 / 88,2 90,7 / 98,8 62,2 / 64,3 
GII.3 61,3 / 63,7 61,9 / 63,3 60,9 / 63,7 60,7 / 64,1 61,9 / 64,5 77,5 / 90,2 
GII.4-1995 60,9 / 64,1 61,6 / 63,7 62,4 / 65,1 61,1 / 63,9 61,1 / 64,5 86,7 / 96,9 
GII.4-2002 61,1 / 63,7 61,3 / 63,1 62,9 / 64,5 61,4 / 63,5 61,5 / 63,9 86,6 / 96,3 
GII.4-2004 61,0 / 63,7 61,2 / 63,1 63,0 / 64,5 61,6 / 63,5 61,5 / 63,9 86,7 / 96,3 
GII.4-2006a 61,3 / 64,1 61,4 / 63,5 63,1 / 64,9 61,9 / 63,9 61,8 / 64,3 87,3 / 96,5 
GII.4-2006b 61,1 / 63,9 61,2 / 63,3 63,1 / 64,7 61,6 / 63,7 61,6 / 64,1 86,8 / 96,5 
GII.4-Kreischa 61,2 / 63,7 61,2 / 63,3 63,1 / 64,7 61,9 / 63,7 61,7 / 64,1 87,3 / 96,1 
GII.b 62,2 / 64,1 61,7 / 64,7 61,4 / 64,9 61,9 / 65,1 62,3 / 64,9 83,8 / 96,3 
(Sub-) Genotyp / (Sub-) Genotyp / Referenzstamm 
Stamm GII.3 GII.4-<1995 GII.4-2002 GII.4-2004 GII.6 GII.b 
 Saitama U18 Lordsdale Farm. Hills Hunter 504D Saitama U16 Sydney C14 
GI.2 61,6 / 63,9 60,9 / 63,7 62,2 / 63,7 62,1 / 63,1 61,3 / 65,3 61,7 / 64,3 
GI.b / GI.6 62,5 / 64,1 61,2 / 64,3 62,3 / 63,7 62,6 / 63,1 63,1 / 64,5 63,2 / 64,5 
GII.3 96,9 / 99,0 78,4 / 90,0 78,6 / 90,6 78,2 / 89,8 72,9 / 81,6 78,3 / 90,4 
GII.4-1995 78,9 / 91,4 92,1 / 97,6 95,7 / 98,6 94,6 / 97,3 72,3 / 80,4 82,7 / 94,3 
GII.4-2002 78,3 / 91,6 90,1 / 96,3 95,3 / 98,4 94,2 / 96,9 71,8 / 80,8 83,1 / 94,3 
GII.4-2004 78,2 / 91,6 90,2 / 96,5 95,6 / 98,6 94,4 / 97,1 72,0 / 80,8 83,0 / 94,3 
GII.4-2006a 78,3 / 91,6 90,2 / 96,5 95,2 / 98,6 94,2 / 97,1 72,4 / 81,2 82,7 / 94,5 
GII.4-2006b 78,2 / 91,8 90,3 / 96,7 95,7 / 98,8 94,5 / 97,3 72,1 / 81,0 83,1 / 94,5 
GII.4-Kreischa 78,4 / 91,6 90,1 / 96,1 95,0 / 98,2 93,9 / 96,7 72,5 / 81,0 82,7 / 94,5 
GII.b 79,5 / 91,4 83,5 / 95,7 83,1 / 94,7 83,0 / 94,1 72,4 / 80,4 96,2 / 97,6 
 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die generierten NS7pol-
Polymerasen und die bereitgestellte NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 in die korrek-
ten Genotypen klassifizieren, wobei – wie bereits bei der Phylogenetischen Analyse 
der NS6pro-Proteasen bestätigt – die Stuhlprobe des Genotyps I.6 „in Wahrheit“ eine 
Rekombinante des Typs „I.b / I.6“ beinhaltet. Bei dem Genotyp II.4 befinden sich da-
bei lediglich die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-1995 und II.4-2006b bei 
den entsprechenden Referenzstämmen. Darüber hinaus konnte beobachtet werden, 
dass sich die NS7pol des Stamms II.4-Kreischa nicht direkt dem Referenzstamm des 
Subgenotyps II.4-2008 zuordnet (Abb. 25, Tab. 9). 
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3.3.3.  Alignment der Norovirus-NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4 
 
Durch Alignment der generierten NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4 und 
der bereits vorliegenden NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 konnte festgestellt wer-
den, dass die NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4 jeweils eine unterschiedliche 
Nukleotid- bzw. eine unterschiedliche Aminosäuresequenz besitzen (Abb. 26, Tab. 
10). 
 
Tabelle 10: Sequenzunterschiede der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen des Genotyps II.4. 
Abgleich der Nukleotid- und der Aminosäuresequenz mit „DNA Strider“ (Needleman-Wunsh-Alignement). 
Sequenzunterschiede (Sequenzhomologie [%]) 
(Sub-) Genotyp / (Sub-) Genotyp / Stamm 
Stamm GII.4-1995 GII.4-2002 GII.4-2004 GII.4-2006a GII.4-2006b GII.4-Kreischa 
GII.4-1995 
nt - 93 (93,9) 90 (94,1) 94 (93,9) 89 (94,2) 98 (93,6) 
aa - 11 (97,8) 10 (98,0) 10 (98,0)   9 (98,2) 12 (97,6) 
GII.4-2002 
nt 93 (93,9) -   9 (99,4) 29 (98,1)   8 (99,5) 33 (97,8) 
aa 11 (97,8) -   4 (99,2)   3 (99,4)   3 (99,4)   5 (99,0) 
GII.4-2004 
nt 90 (94,1)   9 (99,4) - 24 (98,4)   1 (99,9) 28 (98,2) 
aa 10 (98,0)   4 (99,2) -   3 (99,4)   1 (99,9)   5 (99,0) 
GII.4-2006a 
nt 94 (93,9) 29 (98,1) 24 (98,4) - 23 (98,5)   4 (99,7) 
aa 10 (98,0)   3 (99,4)   3 (99,4) -   2 (99,6)   2 (99,6) 
GII.4-2006b 
nt 89 (94,2)   8 (99,5)   1 (99,9) 23 (98,5) - 27 (98,2) 
aa   9 (98,2)   3 (99,4)   1 (99,9)   2 (99,6) -   4 (99,2) 
GII.4-Kreischa 
nt 98 (93,6) 33 (97,8) 28 (98,2)   4 (99,7) 27 (98,2) - 
aa 12 (97,6)   5 (99,0)   5 (99,0)   2 (99,6)   4 (99,2) - 
 
Bei den generierten NS7pol-Polymerasen konnten – ebenso wie bei Alignment 
der NS6pro-Proteasen – zwei „Gruppen“ beobachtet werden. Demnach sind einerseits 
die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2002, II.4-2004 und II.4-2006b und 
andererseits die NS7pol-Polymerasen des Subgenotyps II.4-2006a und des Stamms 
II.4-Kreischa sehr nah miteinander verwandt, wobei diese auf Nukleotidebene 1 bis     
9 Nukleotide bzw. auf Aminosäureebene 1 bis 4 Aminosäuren unterscheiden. Diese 
beiden „Gruppen“ trennen auf Nukleotidebene 23 bis 33 Nukleotide, wohingegen der 
Unterschied auf Aminosäureebene durch die codon usage nur 3 bis 5 Aminosäuren 
beträgt. Die NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 besitzt den größten Unterschied zu 
den anderen NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4, da dieser auf Nukleotidebene 
89 bis 98 Nukleotide bzw. auf Aminosäureebene 9 bis 11 Aminosäuren beträgt (Abb. 
26, Tab. 10). 
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Abbildung 26: Alignment der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen des Genotyps II.4 (auf Aminosäureebene). 
(grün) Motiv A (Asp242, Tyr243 & Asp247). (rosa) Motiv B (Ser300 & Asn309). (rot) Motiv C (Asp343 & Asp344). 
(gelb) Motiv F (Arg182). (blau) C-terminale Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. (grau) Mutationen 
im Vergleich mit der NS7
pol
 des Subgenotyps II.4-1995. 
 
Bei detaillierter Betrachtung des Aminosäure-Alignments konnte beobachtet 
werden, dass sich ausgehend von der NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 die acht 
Mutationen Thr34 → Ala34, Thr107 → Ala107, Gly153 → Glu153, Lys236 → Arg236, 
Lys291 →Thr291, Asn386 → Asp386 bzw. Gly386, Thr429 →Ser429 und Ala453 → 
Thr453 bei den „folgenden“ Subgenotypen festigen konnten. Hierbei befindet sich die 
Mutation Thr428 →Ser428 direkt neben der Dimerisierungsdomäne. Zudem tritt bei 
den NS7pol-Polymerasen des Subgenotyps II.4-2006a und des Stamms II.4-Kreischa 
die Mutation Ala257 → Ser257 auf. Zusätzlich konnten bei drei NS7pol-Polymerasen 
weitere stamm- oder möglicherweise subgenotypspezifische Mutationen beobachtet 
werden. So treten bei dem Subgenotyp II.4-2002 die Mutationen Ala86 → Val86 und 
Ser442 → Pro442, bei dem Subgenotyp II.4-2004 die Mutation Lys171 → Arg171 
bzw. bei dem Stamm II.4-Kreischa die Mutationen Ser18 → Asn18 und Ile311 → Val 
311 auf. Die Mutation Ile311 → Val311 des Stamms II.4-Kreischa befindet sich nahe 
dem Motiv B (Abb. 26). 
 
3.3.4.  Expression und Aufreinigung der Norovirus-NS7pol-Polymerasen 
 
Da die Norovirus-NS7pol-cDNAs in frame zu dem im Expressionsvektor „pET-
28b(+)“ vorliegenden Histidin-tag kloniert wurden (vgl. Generierung der Norovirus-
NS7pol-cDNAs), konnten die NS7pol-Polymerasen über diesen aufgereinigt werden. 
Hierfür kam die Nickel-Affinitätschromatographie zum Einsatz, wobei der tag mit den 
Ni2+-Ionen des Säulenmaterials interagiert und danach – durch einen ansteigenden 
Imidazol-Gradienten – zunächst die unspezifisch an das Säulenmaterial gebundenen 
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bakteriellen Proteine und dann die NS7pol-Polymerasen eluiert werden. Mithilfe der 
Nickel-Affinitätschromatographie können Proteine sehr spezifisch aufgereinigt wer-
den, sodass nur sehr geringe Verluste an NS7pol auftreten und daher lediglich 1 Liter 
Hauptkultur für die Expression angeschüttelt wurde. Letztlich wurde eine Entsalzung 
durchgeführt, da das Imidazol ansonsten die folgende Aktivitätsbestimmung behin-
dert hätte. Nach Vereinigung der „positiven“ Fraktionen wurde die Konzentration der 
NS7pol-Polymerasen auf etwa 1 bis 1,5 Milligramm je Milliliter in 50 Prozent Glycerol 
eingestellt (Abb. 27). 
Im Laufe der Aufreinigung wurden die NS7pol-Polymerasen durch einen mono-
klonalen Antikörper, der gegen den Histidin-tag gerichtet ist, im Immunblot detektiert 
bzw. die Reinheit der NS7pol-Polymerasen durch Coomassie-Färbung bestimmt. Dies 
ist beispielhaft für die Aufreinigung der NS7pol des Stamms II.4-Kreischa dargestellt 
(Abb. 27). 
 
 
Abbildung 27: Expression, Extraktion und Aufreinigung der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen (am Beispiel 
der GII.4-Kreischa-NS7
pol
). Nachweis der NS7
pol
 durch (A) Coomassie-Färbung und (B) Immunblot (1. Anti-
körper: „Mouse Anti-Penta-His”, 2. Antikörper: „Goat Anti-Mouse-AP”). Auftragvolumen: 6 µl Fraktion. DF1, 1. 
Durchflussfraktion. DF2, 2. Durchflussfraktion. E, Entsalzung (vereinte Fraktionen). EF, Eluatfraktion. LF, lösliche 
Fraktion. M, Protein-Marker: „PageRuler
®
 Prestained Protein Ladder”. UF, unlösliche Fraktion. WF, Waschfrak-
tion. 
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In der Abb. 28 sind alle aufgereinigten NS7pol-Polymerasen dargestellt, wobei 
für den Immunblot und für die Coomassie-Färbung jeweils 3 Mikrogramm der NS7pol-
Polymerasen eingesetzt wurden. 
 
 
Abbildung 28: Darstellung der aufgereinigten Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen. 
Nachweis der NS6
pol
-Polymerasen durch (A) Coomassie-Färbung und (B) Immunblot (1. Antikörper: „Mouse Anti-
Penta-His“, 2. Antikörper: „Goat Anti-Mouse-AP”). Auftragmenge: 3 µg NS7
pol
. M, Protein-Marker: „PageRuler
®
 
Prestained Protein Ladder”. 
 
Neben den generierten NS7pol-Polymerasen und der bereitgestellten NS7pol 
des Subgenotyps II.4-1995 wurde – als Negativkontrolle für die folgende Aktivitäts-
bestimmung – eine nicht aktive NS7pol exprimiert und aufgereinigt. Hierfür mutierte 
Robel (2005) bei der NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 die im Motiv C befindlichen 
Aminosäuren Asp343 und Asp344 zu Gly343 und Gly344 (= GII.4-1995-NS7pol-mut). 
Die „Expression und Aufreinigung“ der nicht aktiven NS7pol erfolgte entsprechend 
dem Protokoll der anderen NS7pol-Polymerasen (Abb. 28). 
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3.3.5.  Aktivitätsbestimmung der Norovirus-NS7pol-Polymerasen 
  (Bestimmung der Enzymkonstanten) 
 
Letztendlich erfolgte die Aktivitätsbestimmung der aufgereinigten Norovirus-
NS7pol-Polymerasen bzw. die Bestimmung der entsprechenden Enzymkonstanten 
durch den NS7pol-Assay. Der NS7pol-Assay beruht darauf, dass die Norovirus-NS7pol-
Polymerasen kurze ssRNAs (ca. 25 nt), deren Nukleotidsequenz beliebig sein kann, 
transkribieren können. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde für die Aktivitätsbestimmung der generierten 
NS7pol-Polymerasen der NS7pol-Fluoreszenz-Assay, der bereits in der Arbeitsgruppe 
Calicilab anhand einer Sapovirus-NS7pol etabliert wurde, für die Norovirus-NS7pol-
Polymerasen optimiert. Hierbei wird durch die Aktivität der NS7pol-Polymerasen die 
ssRNA in dsRNA transkribiert, die danach mit einem Farbstoff („RiboGreen®“), der 
durch Interkalieren in doppelsträngige Nukleinsäuren fluoresziert, detektiert wird. Die 
Fluoreszenz ist dabei umso intensiver, je höher die Aktivität der NS7pol-Polymerasen 
ist. Da die ssRNA aber auch doppelsträngige Sekundärstrukturen ausbildet, muss 
die nicht umgeschriebene ssRNA vor der Fluoreszenz-Messung zunächst mit einer 
Nuklease („S1 Nuclease“), die einzelsträngige Nukleinsäuren abbaut, verdaut wer-
den. Die Intensität der Fluoreszenz kann dann in etwa 5 Minuten mit einem Platten-
lesegerät ermittelt werden, wobei sehr viele Reaktionsansätze gleichzeitig untersucht 
werden können. Mithilfe des „zeitsparenden“ NS7pol-Fluoreszenz-Assay kann daher 
die Aktivität der NS7pol-Polymerasen innerhalb kurzer Zeit umfassend „quantifiziert“ 
werden. 
Um zu bestätigen, dass die beim „zeitsparenden“ NS7pol-Fluoreszenz-Assay 
detektierte Fluoreszenz tatsächlich durch die Transkription der ssRNA entsteht, wur-
de die spezifische Aktivität der NS7pol-Polymerasen zunächst im „zeitaufwendigen“ 
NS7pol-PAGE-Assay „nachgewiesen“. Hierbei wird der Reaktionsansatz nach einer 
bestimmten Reaktionszeit mit einer nativen PAGE untersucht, wobei die ssRNA und 
die dsRNA entsprechend ihrer Größe in 45 Minuten aufgetrennt werden. Je höher die 
Aktivität der NS7pol-Polymerasen ist, desto schwächer ist die Bande der ssRNA und 
desto stärker ist die Bande der dsRNA. Mithilfe des NS7pol-PAGE-Assay kann zudem 
der Nukleaseverdau „nachgewiesen“ werden, indem der Reaktionsansatz nach der 
„bestimmten“ Reaktionszeit – entsprechend dem NS7pol-Fluoreszenz-Assay – mit der 
Nuklease inkubiert wird. 
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3.3.5.1.  Zeitabhängige Aktivität der Norovirus-NS7pol-Polymerasen 
 
Zur Ermittlung des steady state der Enzymreaktion der NS7pol-Polymerasen 
musste – ebenso wie bei der Aktivitätsbestimmung der NS6pro-Proteasen – eingangs 
die zeitabhängige Enzymaktivität der NS7pol-Polymerasen bestimmt werden, wobei 
die Konzentration des Substrats – der ssRNA – konstant bleibt und die Reaktionszeit 
variiert. Hierbei kam eine ssRNA zum Einsatz, die das 3‘-Ende der antigenomischen 
RNA beinhaltet, da die NS7pol-Polymerasen hier die Transkription der genomischen 
RNA durch de novo-Initiation beginnen. Die ssRNA wurde anhand in der „GenBank“ 
befindlicher Stämme der Genogruppe II entworfen, weshalb diese folgend als „ssR-
083-Nor-GII“ bezeichnet wird. 
Zunächst wurde die zeitabhängige Aktivität der NS7pol-Polymerasen beispiel-
haft anhand der NS7pol des Stamms II.4-Kreischa im NS7pol-PAGE-Assay „nachge-
wiesen“. Hierbei wurden jeweils 3 mikromolar NS7pol und 1 Mikrogramm „ssR-083-
Nor-GII“ (= 5,04 µM ssRNA) eingesetzt, die Reaktionen nach 5, 15, 30, 60 und 120 
Minuten abgestoppt und durch native PAGE untersucht. Darüber hinaus wurde als 
Negativkontrolle eine Reaktion, die nach 0 Minuten abgestoppt wurde, mitgeführt. 
Zum „Nachweis“ des Nukleaseverdaus wurden die Reaktionen jeweils vor bzw. nach 
der Inkubation mit der Nuklease untersucht. Es konnte beobachtet werden, dass die 
Konzentration der ssRNA mit zunehmender Reaktionszeit abnahm, wohingegen die 
Konzentration der dsRNA anstieg. Zudem konnte beobachtet werden, dass die nicht 
transkribierte ssRNA durch die Nuklease abgebaut wurde. Demnach konnte bestätigt 
werden, dass die beim NS7pol-Fluoreszenz-Assay detektierte Fluoreszenz tatsächlich 
auf der generierten dsRNA beruht (Abb. 29). 
Darüber hinaus konnte im NS7pol-PAGE-Assay beobachtet werden, dass die 
durch die NS7pol des Stamms II.4-Kreischa generierte dsRNA als Doppelbande vor-
liegt (Abb. 29). In der Arbeitsgruppe Calicilab konnte bereits durch Stachowski (2010) 
festgestellt werden, dass die Calicivirus-NS7pol-Polymerasen in Abhängigkeit von der 
Nukleotidsequenz der ssRNA ein oder mehrere dsRNA-Produkte bilden. Die Ursache 
hierfür ist aber noch nicht bekannt. 
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Abbildung 29: Zeitabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen im NS7
pol
-PAGE-Assay 
(am Beispiel der GII.4-Kreischa-NS7
pol
). (A) kein Nukleaseverdau. (B) Nukleaseverdau. Enzymkonzentration: 
3 µM NS7
pol
. Substratkonzentration: 5,04 µM „ssR-083-Nor-GII“. Reaktionszeit: 5, 15, 30, 60 bzw. 120 min. M, 
dsRNA-Marker „siRNA Marker“. 
 
Bei den „restlichen“ in dieser Arbeit generierten NS7pol-Polymerasen wurde     
die Aktivität im NS7pol-PAGE-Assay lediglich nach 120 Minuten kontrolliert, wobei die 
NS7pol-Polymerasen der Genotypen II.3, II.4 und II.b die ssRNA „sehr gut“ und die 
NS7pol-Polymerasen der Genotypen I.6 und I.b die ssRNA nur „sehr schlecht“ trans-
kribieren konnten. Daher wurde eine ssRNA, die das 3‘-Ende der antigenomischen 
RNA der Genogruppe I beinhaltet und folgend als „ssR-088-Nor-GI“ bezeichnet wird, 
entworfen und – unter den oben aufgeführten Reaktionsbedingungen – untersucht. 
Hierbei konnte beobachtet werden, dass die NS7pol-Polymerasen der Genogruppe II 
diese ssRNA ebenfalls „sehr gut“ transkribieren konnten, wohingegen die NS7pol-
Polymerasen der Genogruppe I diese ssRNA „noch schlechter“ als die „ssR-083-Nor-
GII“ umschreiben konnten. Infolgedessen wurde für die „Quantifizierung“ der Aktivität 
die „ssR-083-Nor-GII“ eingesetzt (Abb. 30). 
Darüber hinaus konnte im NS7pol-PAGE-Assay „nachgewiesen“ werden, dass 
die bereitgestellte NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 die „ssR-083-Nor-GII“ „sehr gut“ 
transkribiert, wohingegen die bereitgestellte mutierte NS7pol – wie zu erwarten – nicht 
aktiv ist (Abb. 30). 
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Abbildung 30: Enzymaktivität der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen im NS7
pol
-PAGE-Assay. 
Enzymkonzentration: 3 µM NS7
pol
. Substratkonzentration: (A) 5,04 µM „ssR-083-Nor-GII“. (B) 5,04 µM „ssR-
088-Nor-GI“. Reaktionszeit: 120 min. Kein Nukleaseverdau. M, dsRNA-Marker „siRNA Marker“. 
 
Für die „Quantifizierung“ der zeitabhängigen Aktivität der NS7pol-Polymerasen 
im NS7pol-Fluoreszenz-Assay wurden jeweils 3 mikromolar NS7pol und 1 Mikrogramm 
„ssR-083-Nor-GII“ (= 5,04 µM ssRNA) eingesetzt, die Reaktionen nach 5, 15, 30, 60 
bzw. 120 Minuten abgestoppt, der Nukleaseverdau durchgeführt und die generierte 
dsRNA durch Zugabe des Farbstoffs detektiert. Zudem wurde – für jede NS7pol – als 
„Nullwert“ die Fluoreszenz einer Reaktion ohne ssRNA detektiert und diese von den 
Messwerten der entsprechenden NS7pol abgezogen. Zur Berechnung des SEM wur-
de – ebenso wie bei der Aktivitätsbestimmung der NS6pro-Proteasen – eine Vierfach-
bestimmung der Messwerte durchgeführt. Letztendlich wurde für die Konzentrations-
bestimmung der dsRNA eine Standardkurve erstellt, indem 0,1 bis 1 Mikrogramm der 
„reinen“ „dsR-035-FCV“ (= 0,25 - 2,48 µM dsRNA) entsprechend mit dem Farbstoff 
detektiert wurden. Bei der Berechnung der Substratumsetzung wurde angenommen, 
dass bei vollständiger Umsetzung aus 1 Mikrogramm ssRNA 2 Mikrogramm dsRNA 
entstehen (Abb. 31, Anh. 10). 
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Abbildung 31: Zeitabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen im NS7
pol
-Fluoreszenz-
Assay. Enzymkonzentration: 3 µM NS7
pol
. Substratkonzentration: 5,04 µM „ssR-083-Nor-GII“. Reaktionszeit: 
5, 15, 30, 60 bzw. 120 min. 4-fach-Bestimmung der Messwerte. Berechnung des SEM. (blau) Genotypen der 
Vergleichsgruppe. (rot) Subgenotypen bzw. Stämme des Genotyps II.4. (grün) bereitgestellte NS7
pol
 des Sub-
genotyps II.4-1995. (schwarz) bereitgestellte nicht aktive NS7
pol
 des Subgenotyps II.4-1995. (Die Zahlenwerte 
können dem Anhang entnommen werden.) 
 
Bei der „Quantifizierung“ der zeitabhängigen Aktivität der NS7pol-Polymerasen 
im NS7pol-Fluoreszenz-Assay konnte demnach festgestellt werden, dass die mutierte 
NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 – wie bereits im NS7pol-PAGE-Assay bestätigt – 
nicht aktiv ist. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die „Aktivität“ der mutierten 
NS7pol mit zunehmender Reaktionszeit immer stärker unter 0 Prozent – bis auf etwa    
-8,5 Prozent nach 120 Minuten – „sank“. Dies könnte darin begründet sein, dass die 
NS7pol durch die Mutation „temperatursensitiver“ ist, sodass diese mit zunehmender 
Reaktionszeit denaturiert wird. Da die NS7pol-Polymerasen – ebenso wie die NS6pro-
Proteasen – eine hohe Eigenfluoreszenz besitzen, könnte die „Gesamtfluoreszenz“ 
der Reaktionen daher „niedriger“ als die Fluoreszenz des „Nullwerts“ sein. Ob dies 
tatsächlich die Ursache für die „sinkende Aktivität“ der mutierten NS7pol ist, wurde je-
doch nicht näher untersucht. Bedeutend war bei diesem NS7pol-Fluoreszenz-Assay 
lediglich, dass die mutierte NS7pol als Negativkontrolle bestätigt, dass die detektierte 
Fluoreszenz auf der spezifischen Aktivität der NS7pol-Polymerasen beruht (Abb. 31). 
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Desweiteren konnte im NS7pol-Fluoreszenz-Assay festgestellt werden, dass 
die NS7pol des Genotyps I.b nur eine sehr geringe Aktivität besitzt, wobei diese in 
120 Minuten lediglich etwa 2 Prozent der ssRNA transkribieren konnte. Eine deutlich 
höhere Aktivität weist die NS7pol des Genotyps I.2 auf, da diese in 120 Minuten etwa 
25 Prozent der ssRNA umschreiben konnte. Dies bestätigt das Ergebnis des NS7pol-
PAGE-Assay, da diese beiden NS7pol-Polymerasen auch dabei die geringste Aktivität 
aufwiesen. Eine noch höhere Aktivität besitzen die NS7pol-Polymerasen des Geno-
typs II.b, der Subgenotypen II.4-2002, II.4-2004 und II.4-2006a und die NS7pol des 
Stamms II.4-Kreischa, wobei diese in 120 Minuten etwa 30 Prozent der ssRNA trans-
kribieren konnten. Die NS7pol-Polymerasen des Subgenotyps II.4-2006b bzw. des 
Genotyps II.3 weisen eine noch etwas höhere Aktivität auf, da diese in 120 Minuten 
etwa 35 bzw. 40 Prozent der ssRNA umschreiben konnten. Die bedeutend höchste 
Aktivität besitzt die NS7pol des Subgenotyps II.4-1995, wobei diese in 120 Minuten 
etwa 45 Prozent der ssRNA transkribieren konnte. Zudem konnte beobachtet wer-
den, dass sich die Reaktion bei allen deutlich aktiven NS7pol-Polymerasen nach einer 
Reaktionszeit von 10 Minuten im steady state befindet (Abb. 31). 
 
3.3.5.2. Konzentrationsabhängige Aktivität der Norovirus-NS7pol-
Polymerasen 
 
Zur Ermittlung der Enzymkonstanten der NS7pol-Polymerasen musste danach 
– ebenso wie bei der Aktivitätsbestimmung der NS6pro-Proteasen – die konzentra-
tionsabhängige Enzymaktivität der NS7pol-Polymerasen bestimmt werden, wobei die 
Reaktionszeit konstant – im Bereich des steady state – bleibt und die Konzentration 
des Substrats variiert. 
Zuerst wurde die konzentrationsabhängige Aktivität der NS7pol-Polymerasen 
ebenfalls beispielhaft anhand der NS7pol des Stamms II.4-Kreischa im NS7pol-PAGE-
Assay „nachgewiesen“. Hierbei wurden jeweils 3 mikromolar NS7pol und 0,125, 0,25, 
0,5, 1 bzw. 2 Mikrogramm „ssR-083-Nor-GII“ (= 0,63, 1,26, 2,52, 5,04 bzw. 10,08 µM 
ssRNA) eingesetzt, die Reaktionen nach 10 Minuten abgestoppt und durch native 
PAGE untersucht. Zum „Nachweis“ des Nukleaseverdaus wurden die Reaktionen 
jeweils vor bzw. nach der Inkubation mit der Nuklease untersucht. Es konnte festge-
stellt werden, dass mit zunehmender Konzentration an ssRNA auch die Konzentra-
tion an dsRNA zunahm. Die NS7pol des Stamms II.4-Kreischa konnte demnach unter 
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den gewählten Reaktionsbedingungen nicht die Substratsättigung erreichen. Zudem 
konnte beobachtet werden, dass die nicht transkribierte ssRNA durch die Nuklease 
abgebaut wurde. Anhand dieser Ergebnisse konnte bestätigt werden, dass auch die 
Bestimmung der konzentrationsabhängigen Aktivität im NS7pol-Fluoreszenz-Assay 
auf der generierten dsRNA beruht (Abb. 32). 
 
 
Abbildung 32: Konzentrationsabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen im NS7
pol
-
PAGE-Assay (am Beispiel der GII.4-Kreischa-NS7
pol
). (A) kein Nukleaseverdau. (B) Nukleaseverdau. Enzym-
konzentration: 3 µM NS7
pol
. Substratkonzentration: 0,63, 1,26, 2,52, 5,04 bzw. 10,08 µM „ssR-083-Nor-GII“. 
Reaktionszeit: 10 min. M, dsRNA-Marker „siRNA Marker“. 
 
Für die „Quantifizierung“ der konzentrationsabhängigen Aktivität der NS7pol-
Polymerasen im NS7pol-Fluoreszenz-Assay wurden jeweils 3 mikromolar NS7pol und 
0,125, 0,25, 0,5, 1 bzw. 2 Mikrogramm „ssR-083-Nor-GII“ (= 0,63, 1,26, 2,52, 5,04 
bzw. 10,08 µM ssRNA) eingesetzt, die Reaktionen nach 10 Minuten abgestoppt, der 
Nukleaseverdau durchgeführt und die generierte dsRNA ebenfalls durch Zugabe des 
Farbstoffs „RiboGreen®“ detektiert. Zur Berechnung des SEM wurde – wie auch bei 
der „Quantifizierung“ der zeitabhängigen Aktivität der NS7pol-Polymerasen – eine 
Vierfachbestimmung der Messwerte durchgeführt und der zuvor bestimmte „Nullwert“ 
von den Messwerten der entsprechenden NS7pol abgezogen. Gleichermaßen wurde 
die Konzentration der dsRNA anhand der zuvor erstellten Standardkurve bestimmt. 
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Die mutierte NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 und die NS7pol des Genotyps I.b wur-
den jedoch nicht mitgeführt, da bereits bei der „Quantifizierung“ der zeitabhängigen 
Aktivität bestätigt werden konnte, dass diese im NS7pol-Fluoreszenz-Assay nicht aktiv 
bzw. nur sehr gering aktiv sind (Abb. 33, Anh. 10). 
 
 
Abbildung 33: Konzentrationsabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen im NS7
pol
-
Fluoreszenz-Assay. Enzymkonzentration: 3 µM NS7
pol
. Substratkonzentration: 0,63, 1,26, 2,52, 5,04 bzw. 
10,08 µM „ssR-083-Nor-GII“. Reaktionszeit: 10 min. 4-fach-Bestimmung der Messwerte. Berechnung des SEM. 
(blau) Genotypen der Vergleichsgruppe. (rot) Subgenotypen bzw. Stämme des Genotyps II.4. (grün) bereit-
gestellte NS7
pol
 des Subgenotyps II.4-1995. (Die Zahlenwerte können dem Anhang entnommen werden.) 
 
Bei der „Quantifizierung“ der konzentrationsabhängigen Aktivität der NS7pol- 
Polymerasen im NS7pol-Fluoreszenz-Assay konnte demnach beobachtet werden, 
dass die NS7pol-Polymerasen – ebenso wie beim NS7pol-PAGE-Assay – nicht die 
Substratsättigung erreichen konnten. Die NS7pol des Genotyps I.2 besitzt dabei – wie 
auch bei der „Quantifizierung“ der zeitabhängigen Aktivität – die geringste Aktivität, 
da diese maximal nur etwa 0,85 mikromolar dsRNA generieren konnte. Eine etwas 
höhere Aktivität weist die NS7pol des Genotyps II.b auf, wobei diese maximal etwa 
0,90 mikromolar dsRNA bilden konnte. Die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen 
II.4-2004 und II.4-2006a und die NS7pol des Stamms II.4-Kreischa besitzen eine noch 
etwas höhere Aktivität, da diese maximal 1,00 mikromolar dsRNA generieren konn-
ten. Eine bedeutend höhere Aktivität weisen die NS7pol-Polymerasen der Subgeno-
typen II.4-1995 und II.4-2006b bzw. die NS7pol des Subgenotyps II.4-2002 auf, wobei 
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diese maximal etwa 1,15 bzw. 1,25 mikromolar dsRNA bilden konnten. Die höchste 
Aktivität besitzt die NS7pol des Genotyps II.3, da diese maximal etwa 1,65 mikromolar 
dsRNA generieren konnte (Abb. 33). 
 
3.3.5.3.  Enzymkonstanten der Norovirus-NS7pol-Polymerasen 
 
Unter Zuhilfenahme des Computer-Programms „GraphPad Prism“ wurden aus 
den Messwerten der konzentrationsabhängigen Enzymaktivität – ebenso wie bei den 
NS6pro-Proteasen – die Enzymkonstanten Vmax und KM bestimmt und aus diesen die 
Enzymkonstanten kcat und kcat/KM berechnet (Tab. 11). 
 
Tabelle 11: Enzymkonstanten der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen. 
Bestimmung der Enzymkonstanten durch nichtlineare Regression mit „GraphPad Prism“. 
Enzymkonstanten 
(Sub-) Genotyp / r
2 
Vmax 
[µM * s
-1
] 
KM 
[µM] 
kcat 
[s
-1
] 
kcat/KM 
Stamm  [µM
-1
 * s
-1
] [M
-1
 * s
-1
] 
GI.2 0,9965 0,0068 38,61 0,0023 0,000059   58,58 
GI.b / GI.6 - - - - - - 
GII.3 0,9711 0,0068 13,69 0,0023 0,000165 164,80 
GII.4-1995 0,9960 0,0034   8,21 0,0011 0,000140 139,97 
GII.4-2002 0,9897 0,0162 68,25 0,0054 0,000079   78,89 
GII.4-2004 0,9831 0,0035 11,76 0,0012 0,000099   99,16 
GII.4-2006a 0,9869 0,0057 24,88 0,0019 0,000076   75,99 
GII.4-2006b 0,9788 0,0052 17,20 0,0017 0,000100 100,29 
GII.4-Kreischa 0,9925 0,0032   9,36 0,0011 0,000112 112,30 
GII.b 0,9950 0,0045 20,00 0,0015 0,000075   75,42 
 
Bei Durchführen der nichtlinearen Regression mit „GraphPad Prism“ konnte 
beobachtet werden, dass das Bestimmtheitsmaß der einzelnen Regressionsgeraden 
höher als 0,97 ist. Dies bedeutet, dass die für die NS7pol-Polymerasen berechneten 
Enzymkonstanten – ebenso wie bei den NS6pro-Proteasen – tatsächlich korrekt sind, 
obwohl diese bei der „Quantifizierung“ der konzentrationsabhängigen Aktivität nicht 
die Substratsättigung erreichen konnten. Für die NS7pol-Polymerasen konnte hierbei 
eine katalytische Effizienz von 60 bis 165 M-1 * s-1 berechnet werden, sodass diese     
– verglichen mit der katalytischen Effizienz anderer Enzyme – eher relativ gering ist. 
Die geringste katalytische Effizienz besitzt die NS7pol des Genotyps I.2 (ca. 60 M-1 * 
s-1); gefolgt von den NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.b und der Subgenotypen 
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II.4-2006a (ca. 75 M-1 * s-1) und II.4-2002 (ca. 80 M-1 * s-1). Eine höhere katalytische 
Effizienz weisen die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2004 und II.4-2006b 
(ca. 100 M-1 * s-1) auf; gefolgt von der NS7pol des Stamms II.4-Kreischa (ca. 115 M-1 * 
s-1). Noch deutlich höher ist die katalytische Effizienz der NS7pol des Subgenotyps 
II.4-1995 (ca. 140 M-1 * s-1), die nur noch durch die katalytische Effizienz der NS7pol 
des Genotyps II.3 (ca. 165 M-1 * s-1) übertroffen wird. Bei Betrachtung der NS7pol-Po-
lymerasen des Genotyps II.4 kann daher folgende Reihenfolge festgestellt werden: 
II.4-2006a < II.4-2002 < II.4-2004 < II.4-2006b < II.4-Kreischa < II.4-1995 (Tab. 11). 
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4.  DISKUSSION 
 
Die humanen Noroviren bilden den Haupterreger der nichtbakteriellen Gastro-
enteritiden, da diese z.B. Ende der 1990er Jahre in Asien, Europa und Nordamerika 
etwa 90 Prozent der Erkrankungen verursachten (Lopman et al. 2003, Fankhauser et 
al. 2002, Inouye et al. 2000, Fankhauser et al. 1998). Darüber hinaus kann momen-
tan weltweit eine Zunahme der Norovirus-Infekionen beobachtet werden, wobei der 
Genotyp II.4 in Europa, Nordamerika und Ozeanien etwa 80 Prozent der Erkrankun-
gen bedingt (Bull et al. 2010, Siebenga et al. 2009, Siebenga et al. 2007). Innerhalb 
des Genotyps II.4 treten dabei kontinuierlich „neue“ genetisch veränderte Norovirus-
Stämme auf, die dementsprechend kontinuierlich in „neue“ Subgenotypen eingeord-
net werden (NoV Genotyping Tool, Bull et al. 2010, Siebenga et al. 2009, Siebenga 
et al. 2007). Da die Klassifizierung der Noroviren – ebenso wie bei allen Caliciviren – 
auf dem strukturellen Protein VP1 beruht, ist bei den meisten Stämmen des Geno-
typs II.4 lediglich die Nukleotidsequenz des VP1 bekannt bzw. in der „GenBank“ hin-
terlegt. Demnach ist bisher lediglich bekannt, dass bei den Stämmen des Genotyps 
II.4 im Bereich des VP1 eine subgenotypspezifische Evolution stattgefunden hat (Bull 
et al. 2010, Kamel et al. 2009, Siebenga et al. 2009, Siebenga et al. 2007). Hierbei 
besitzt das VP1 des Genotyps II.4 im Vergleich mit dem VP1 der anderen Genotypen 
eine etwa zweifach erhöhte Mutationsrate. Zudem trat erstmals mit dem Subgenotyp 
II.4-2002 die Insertion einer Aminosäure in der P2 domain und der Austausch einer 
Aminosäure in der P2 binding pocket auf. Diese Ereignisse führten zu einer verän-
derten und möglicherweise auch zu einer verbesserten Bindung der Viruspartikel an 
die HBGAs. Infolgedessen wird vermutet, dass die Zunahme der Infektionen auf der 
Evolution des VP1 des Genotyps II.4 beruht (Bull et al. 2010, Lindesmith et al. 2008, 
Siebenga et al. 2007). 
Im Gegensatz zu dem bereits hinreichend untersuchten VP1 liegen bis dato 
lediglich unzureichende Erkenntnisse über die Evolution der nichtstrukturellen Pro-
teine des Genotyps II.4 und deren Einfluss auf die Zunahme der Infektionen vor. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden demnach die beiden wichtigsten nichtstrukturellen Pro-
teine NS6pro und NS7pol der epidemiologisch relevanten Subgenotypen II.4-1995, II.4-
2002, II.4-2004, II.4-2006a und II.4-2006b – jeweils anhand einer NS6pro bzw. NS7pol 
pro Subgenotyp – hinsichtlich ihrer Evolution und Enzymaktivität untersucht. Darüber 
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hinaus sollten die Auswirkungen der Mutationen – durch die Struktur-Funktions-Ana-
lyse – diskutiert werden. 
 
4.1. Evolution der Norovirus-Stämme des Genotyps II.4 im Bereich der 
NS6pro und der NS7pol 
4.1.1. Phylogenetische Analyse 
 
Bei der phylogenetischen Analyse der Norovirus-NS6pro-Proteasen bzw. der 
Norovirus-NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4 konnte beobachtet werden, dass 
diese sich „korrekt“ bei dem Genotyp II.4 einordnen. 
Im Gegensatz dazu kann eine Aussage über die Einordnung der NS6pro-Pro-
teasen und der NS7pol-Polymerasen bei den Referenzstämmen der entsprechenden 
Subgenotypen aber nur sehr schwer getroffen werden. Dies beruht einerseits darauf, 
dass von den Stämmen des Genotyps II.4 nur sehr wenige Nukleotidsequenzen der 
NS6pro-Proteasen und der NS7pol-Polymerasen bekannt bzw. in der „GenBank“ hin-
terlegt sind. Andererseits ist bei den Stämmen, bei denen eine Nukleotidsequenz für 
die nichtstrukturellen Proteine in der „GenBank“ angezeigt wird, meist nur eine par-
tielle Nukleotidsequenz der NS7pol hinterlegt. Dies könnten die Ursachen dafür sein, 
dass sich die NS6pro-Proteasen und die NS7pol-Polymerasen – jedoch mit Ausnahme 
der NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-1995 und II.4-2006b – nicht bei den 
Referenzstämmen der entsprechenden Subgenotypen einordnen. Hierbei kann aber 
festgestellt werden, dass sich die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-1995 
und II.4-2006b den entsprechenden Referenzstämmen „Burwash Landing 331“ und 
„Den Haag 89“ zuordnen, obwohl bei diesen auch nur die partielle Nukleotidsequenz 
der NS7pol bekannt ist. Bei den Referenzstämmen der Subgenotypen II.4-2002 und 
II.4-2004 – „Farmington Hills“ und „Hunter 504D/04O“ – ist dagegen die komplette 
Nukleotidsequenz der NS6pro und der NS7pol bekannt, aber dennoch ordnen sich die 
NS6pro-Proteasen und die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2002 und II.4-
2004 nicht den entsprechenden Referenzstämmen zu. 
Bei den Stämmen der Subgenotypen II.4-2006a und II.4-2006b – „Terneuzen 
070“ und „Nijmegen 115“ – hatten bereits Siebenga et al. (2007) die partielle Nukleo-
tid- bzw. Aminosäuresequenz der NS7pol (802 nt bzw. 267 aa am 3‘-Ende der NS7pol) 
in der „GenBank“ hinterlegt. Bei Vergleich der „in dieser Arbeit generierten“ und der 
„durch Siebenga et al. (2007) generierten“ Nukleotid- bzw. Aminosäuresequenzen 
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konnte beobachtet werden, dass sich die Sequenzen des Stamms „Nijmegen 115“ 
lediglich durch 2 Nukleotide bzw. 1 Aminosäure unterscheiden, wohingegen die des 
Stamms „Terneuzen 070“ um 52 Nukleotide bzw. 8 Aminosäuren divergieren. Hierbei 
kann hinzugefügt werden, dass die „durch Siebenga et al. (2007) generierte“ Nukleo-
tid- bzw. Aminosäuresequenz der NS7pol des Stamms „Terneuzen 070“ beinahe mit 
der des entsprechenden Referenzstamms „Yerseke 038“ identisch ist (4 nt bzw. 0 aa 
Unterschied). 
Da sich die Mehrheit der NS6pro-Proteasen und der NS7pol-Polymerasen des 
Genotyps II.4 nicht bei den Referenzstämmen der entsprechenden Subgenotypen 
einordnet und die Nukelotid- bzw. Aminosäuresequenz der NS7pol des Subgenotyps 
II.4-2006a sehr stark von der bereits bekannten Nukelotid- bzw. Aminosäuresequenz 
abweicht, stellt sich die Frage, ob durch die hohe Zyklenzahl bei den One-Step-RT-
PCRs bzw. bei den PCRs eine Vielzahl von Mutationen in die Nukleotidsequenzen 
eingefügt wurden. Dementgegen konnte jedoch beobachtet werden, dass sich die 
NS6pro-Proteasen und die NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4 bzw. die der Geno-
typen der Vergleichsgruppe „korrekt“ bei den entsprechenden Genotypen einordnen. 
Zudem konnte festgestellt werden, dass sich alle Nukleotidsequenzen, die aus einer 
Stuhlprobe hergestellt und folgend „durchsequenziert“ wurden, nur um maximal 1 bis 
2 Nukleotide je 500 Nukleotide unterscheiden. Bei einer hohen Fehlerrate der One-
Step-RT-PCR- bzw. der PCR-Polymerasen hätte man aber heterogenere Nukleotid-
sequenzen beobachten müssen. Darüber hinaus besitzt bspw. die „Herculase®“ eine 
proofreading-Aktivität. Demnach lässt sich vermuten, dass es – abgesehen von dem 
Subgenotyp II.4-1995 – keine subgenotypspezifische Nukleotidsequenz im Bereich 
der NS6pro und der NS7pol gibt. 
Ferner konnte festgestellt werden, dass der Stamm II.4-Kreischa nicht in den 
Subgenotyp II.4-2007 klassifiziert werden kann, da sich die NS6pro und die NS7pol 
des Stamms II.4-Kreischa in den Genotyp II.4 einordnen und der Subgenotyp II.4-
2007 nur Rekombinanten des Typs „II.e / II.4“ beinhaltet. Zudem konnte beobachtet 
werden, dass sich die NS7pol des Stamms II.4-Kreischa nicht dem Referenzstamm 
des Subgenotyps II.4-2008 „Osaka OC08086“ zuordnet. Dies konnte aber auch bei 
den anderen NS6pro-Proteasen und NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4 und den 
Referenzstämmen der entsprechenden Subgenotypen beobachtet werden. Dennoch 
kann anhand des Zeitpunkts des Ausbruchs eher vermutet werden, dass der Stamm 
II.4-Kreischa in den Subgenotyp II.4-2006a oder II.4-2006b klassifiziert werden kann, 
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da diese Subgenotypen in diesem Zeitraum hauptsächlich in Deutschland kursierten 
(Mitarbeiterin des Robert-Koch-Instituts (RKI) oral communication). Um diese Frage 
definitiv beantworten zu können, müsste aber noch die Nukleotidsequenz des VP1 
bestimmt werden. 
 
4.1.2. Alignment 
 
Durch Alignment der Norovirus-NS6pro-Proteasen bzw. der Norovirus-NS7pol-
Polymerasen des Genotyps II.4 konnte – wie bereits bei der phylogenetischen Ana-
lyse der NS6pro-Proteasen und der NS7pol-Polymerasen beobachtet – bestätigt wer-
den, dass die beiden Enzyme der Subgenotypen II.4-2002, II.4-2004, II.4-2006a, II.4-
2006b und des Stamms II.4-Kreischa sehr nah miteinander verwandt sind, wobei die 
beiden Enzyme des Subgenotyps II.4-1995 nicht so nah mit diesen verwandt sind. 
So konnte festgestellt werden, dass sich ausgehend von dem Subgenotyp II.4-1995 
im Bereich der NS6pro fünf Mutationen bzw. im Bereich der NS7pol acht Mutationen 
bei den „folgenden“ Subgenotypen festigen konnten. Hierbei muss aber erwähnt wer-
den, dass die NS7pol des Stamms „Dresden 174“ nicht exprimiert werden konnte, so-
dass eine andere von Herzog (2004) generierte NS7pol, die ebenso in den Subgeno-
typ II.4-1995 eingeordnet wird, eingesetzt wurde. Diese „andere“ NS7pol besitzt im 
Vergleich mit der des Stamms „Dresden 174“ die sieben Mutationen Arg195 → Cys     
195, Thr208 → Ala208, Ser226 → Pro226, His235 → Tyr235, Val260 → Glu260, Lys     
364 → Glu364 und Gly419 → Arg419, die auch bei den „folgenden“ Subgenotypen 
auftreten, wobei die NS7pol des Stamms „Dresden 174“ – ebenso wie die NS7pol-Po-
lymerasen der „folgenden“ Subgenotypen – die Mutation Gly153 → Glu153 aufweist. 
Somit konnten sich ausgehend von dem Subgenotyp II.4-1995 lediglich sieben Muta-
tionen im Bereich der NS7pol bei den „folgenden“ Subgenotypen festigen. Hingegen 
konnten bei den NS6pro-Proteasen bzw. bei den NS7pol-Polymerasen der „folgenden“ 
Subgenotypen nur einzelne – jeweils unterschiedliche – Mutationen beobachtet wer-
den. Demnach lässt sich vermuten, dass im Bereich der NS6pro und der NS7pol eine 
Evolution von dem Subgenotyp II.4-1995 zu den „folgenden“ Subgenotypen stattge-
funden hat, wohingegen bei diesen dann nur stammspezifische Mutationen auftreten. 
Zudem konnten bei den NS6pro-Proteasen bzw. bei den NS7pol-Polymerasen 
der Subgenotypen II.4-2002, II.4-2006a, II.4-2006b und des Stamms II.4-Kreischa je-
weils zwei „Gruppen“ beobachtet werden. So sind einerseits die beiden Enzyme der 
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Subgenotypen II.4-2002 und II.4-2006b und andererseits die des Subgenotyps II.4-
2006a und des Stamms II.4-Kreischa „äußerst“ nah miteinander verwandt. Bei dem 
Subgenotyp II.4-2004 befindet sich dagegen die NS6pro bei den NS6pro-Proteasen 
des Subgenotyps II.4-2006a und des Stamms II.4-Kreischa, wobei sich die NS7pol bei 
den NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2002 und II.4-2006b einordnet. Dies 
bestätigt, dass bei den „folgenden“ Subgenotypen keine subgenotypspezifische Evo-
lution im Bereich der NS6pro und der NS7pol stattgefunden hat. 
 
4.1.3.  Zusammenfassende Betrachtungen 
 
Zusammenfassend kann daher festgestellt werden, dass bei den Norovirus-
Stämmen des Genotyps II.4 im Bereich der NS6pro und der NS7pol – im Gegensatz zu 
der Evolution im Bereich des VP1 – keine derartige subgenotypspezifische Evolution 
stattgefunden hat. Es kann lediglich eine Evolution von dem Subgenotyp II.4-1995 zu 
den „folgenden“ Subgenotypen beobachtet werden, wohingegen bei diesen dann nur 
stammspezifische Mutationen auftreten. 
Im Gegensatz dazu „behaupten“ Siebenga et al. (2007), dass im Bereich der 
NS7pol eine subgenotypspezifische Evolution stattgefunden hat, die ausgehend von 
dem Subgenotyp II.4-1995 einerseits über den Subgenotyp II.4-2002 zu dem Subge-
notyp II.4-2006b und andererseits über den Subgenotyp II.4-2004 zu dem Subgeno-
typ II.4-2006a erfolgte. Eine derartige Evolution entspräche der des VP1 (Kamel et 
al. 2009). Die Erkenntnisse von Siebenga et al. (2007) beziehen sich aber nicht auf 
die komplette Nukleotidsequenz der NS7pol sondern auf einen Abschnitt der Region 
A (ca. 150 nt), wobei zwischen den Subgenotypen jeweils 4 bis 5 Nukleotide evolu-
tionäre Distanz liegen. Demnach ist unklar, ob diese subgenotypspezifische Evolu-
tion auch bei Betrachtung der kompletten Nukleotidsequenz der NS7pol beobachtet 
werden kann. Da die „durch Siebenga et al. (2007) generierten“ Nukleotidsequenzen 
aber nicht in der „GenBank“ hinterlegt wurden, konnten die „in dieser Arbeit generier-
ten“ Nukleotidsequenzen der NS7pol nicht mit diesen verglichen und keine Aussage 
über eine ähnliche bzw. nicht ähnliche Evolution in diesem Abschnitt der Region A 
getroffen werden. Ein weiterer Nachteil der Studie von Siebenga et al. (2007) besteht 
darin, dass diese nur Stämme aus den Niederlanden betrachtet, sodass unklar ist, ob 
diese Evolution im Bereich der NS7pol auch weltweit zu beobachten ist. Im Bereich 
der NS6pro liegen bis dato noch keine Erkenntnisse über eine Evolution vor. Darüber 
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hinaus ist bisher auch nur bei den Referenzstämmen „Farmington Hills“ und „Hunter 
504D/04O“ die komplette Nukleotidsequenz der NS6pro und der NS7pol bekannt, so-
dass anhand dieser auch keine Evolution im Bereich der NS6pro und der NS7pol abge-
leitet werden kann. Um die Frage der subgenotypspezifischen Evolution im Bereich 
der nichtstrukturellen Proteine definitiv beantworten zu können, müssten daher welt-
weit zahlreiche full-length-Nukleotidsequenzen der Subgenotypen des Genotyps II.4 
bestimmt werden. 
Da aber anhand der „in dieser Arbeit generierten“ Nukleotidsequenzen vermu-
tet werden kann, dass im Bereich der NS6pro und der NS7pol nur eine Evolution von 
dem Subgenotyp II.4-1995 zu den „folgenden“ Subgenotypen stattgefunden hat und 
bei diesen dann nur stammspezifische Mutationen auftreten, ist die hohe Zunahme 
der Infektionen seit dem Herbst 2002 sehr wahrscheinlich doch nicht durch eine ver-
besserte, subgenotypspezifische Aktivität der NS6pro oder der NS7pol sondern durch 
die Evolution des VP1 bedingt. 
In der Tab. 12 wurden die „in dieser Arbeit generierten“ Nukleotidsequenzen 
der NS6pro und der NS7pol bzw. die „durch Siebenga et al. (2007) generierten“ Nuk-
leotidsequenzen des VP1, die sich jeweils demselben Stamm zuordnen (GII.4-2002: 
„Weert E022“, GII.4-2004: „Almelo 034“, GII.4-2006a: „Terneuzen 070“, GII.4-2006b: 
„Nijmegen 115“), miteinander verglichen. Bei dem Subgenotyp II.4-1995 wurden im 
Bereich der NS6pro und des VP1 die Nukleotidsequenzen des Stamms „Dresden 174“ 
bzw. im Bereich der NS7pol die „durch Herzog (2004) generierte“ Nukleotidsequenz 
eingesetzt. Dabei konnte festgestellt werden, dass im Bereich des VP1 deutlich mehr 
Mutationen zwischen den Subgenotypen auftreten als im Bereich der NS6pro und der 
NS7pol. Zudem kann hinzugefügt werden, dass die Nukleotidsequenz des VP1 etwa 
die gleiche Länge wie die der NS7pol und etwa die dreifache Länge wie die der NS6pro 
aufweist. Demnach ist der evolutionäre Druck auf das VP1 wesentlich höher als auf 
die NS6pro und die NS7pol. Darüber hinaus konnten Siebenga et al. (2007) beobach-
ten, dass sich nicht nur mehrere Mutationen von dem Subgenotyp II.4-1995 zu den 
„folgenden“ Subgenotypen sondern auch zwischen den Subgenotypen II.4-2002 und 
II.4-2006b bzw. zwischen den Subgenotypen II.4-2004 und II.4-2006a festigen konn-
ten. Diese Mutationen könnten daher eine evolutionäre Relevanz besitzen. Diese Er-
kenntnisse bekräftigen, dass das VP1 für die Zunahme der Infektionen bedeutend ist. 
Bisher konnten Lindesmith et al. (2008) aber lediglich feststellen, dass die Bindung 
des VP1 an die unterschiedlichen HBGAs bei den Subgenotypen II.4-1995 und II.4-
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2002 deutlich variiert, wohingegen bei den anderen Subgenotypen noch nichts über 
die Bindung bekannt ist. Somit konnte bisher auch noch nicht eindeutig belegt wer-
den, dass die Mutationen im Bereich des VP1 tatsächlich zu einer verbesserten Bin-
dung des VP1 an die HBGAs führten. 
 
Tabelle 12: Sequenzunterschiede der Norovirus-Stämme des Genotyps II.4 (im Bereich der NS6
pro
, der 
NS7
pol
 und des VP1). Abgleich der Nukleotid- und der Aminosäuresequenz mit „DNA Strider“ (Needleman-
Wunsh-Alignment). 
Sequenzunterschiede nt / aa 
(Sub-) Genotyp (Sub-) Genotyp 
 GII.4-1995 GII.4-2002 GII.4-2004 GII.4-2006a GII.4-2006b 
GII.4-1995 
NS6
pro 
-   30 /   6   34 /   7   30 /   7   12 /   5 
NS7
pol 
-   93 / 11   90 / 10   94 / 10   89 /   9 
VP1 -   97 / 29 110 / 30 120 / 33 133 / 38 
GII.4-2002 
NS6
pro 
  30 /   6 -   14 /   3   13 /   3     3 /   1 
NS7
pol 
  93 / 11 -     9 /   4   29 /   3     8 /   3 
VP1   97 / 29 -   86 / 19   83 / 22 113 / 24 
GII.4-2004 
NS6
pro 
  34 /   7   14 /   3 -     3 /   2   13 /   2 
NS7
pol 
  90 / 10     9 /   4 -   24 /   3     1 /   1 
VP1 110 / 30   86 / 19 -   55 / 10 120 / 25 
GII.4-2006a 
NS6
pro 
  30 /   7   13 /   3     3 /   2 -   12 /   2 
NS7
pol 
  94 / 10   29 /   3   24 /   3 -   23 /   3 
VP1 120 / 33   83 / 22   55 / 10 - 127 / 28 
GII.4-2006b 
NS6
pro 
  12 /   5     3 /   1   13 /   2   12 /   2 - 
NS7
pol 
  89 /   9     8 /   3     1 /   1   23 /   3 - 
VP1 133 / 38 113 / 24 120 / 25 127 / 28 - 
 
4.2. Enzymaktivität der Norovirus-NS6pro-Proteasen und der Norovirus-
NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4 
4.2.1.  Aktivitätsbestimmung der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
 
Bei der Aktivitätsbestimmung der Norovirus-NS6pro-Proteasen des Genotyps 
II.4 konnte festgestellt werden, dass alle NS6pro-Proteasen – ebenso wie die NS6pro-
Proteasen der Vergleichsgruppe – die beiden Peptide „Nor-GII.4-1995-NS3/4“ und 
„Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“ prozessieren konnten, obwohl die Peptide anhand der 
Aminosäuresequenz des Stamms „Dresden 174“, der sich in den Subgenotyp II.4-
1995 einordnet, „designt“ wurden. Dies ist überraschend, da die Aminosäuresequenz 
des NS3/4-Spaltmotivs bei den Referenzstämmen der entsprechenden Genotypen 
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bzw. Subgenotypen des Genotyps II.4 teilweise beträchtlich voneinander abweicht. 
Dies könnte darin begründet sein, dass für die Erkennung der Spaltmotive durch die 
NS6pro-Proteasen hauptsächlich die Aminosäuren an den Positionen P5 bis P1‘ be-
deutend sind, da diese mit der oxyanion hole, der S1 pocket, der S2 pocket bzw. mit 
dem substrate binding tunnel interagieren (Zeitler et al. 2006, Nakamura et al. 2005). 
So stimmen bei allen Referenzstämmen die Aminosäuren an den Positionen P5, P2, 
P1 und P1‘ überein, wohingegen sich die Aminosäuren an den Positionen P4 und P3 
unterscheiden, aber dennoch ähnliche Eigenschaften aufweisen (P4: aromatisch, P3: 
polar). Dementgegen sind die Aminosäuren, die sich C-terminal von der Spaltstelle 
befinden, nicht für die Erkennung der Spaltmotive bedeutend, da diese nicht mit der 
NS6pro interagieren. Daher sind diese Aminosäuren bei den Referenzstämmen sehr 
heterogen (Tab. 13). 
 
Tabelle 13: NS3/4-Spaltmotiv bei Norovirus-Referenzstämmen. 
(rot) abweichende Aminosäuren im Vergleich mit dem Stamm „Dresden 174“ (GII.4-1995). (Die „GenBank“-
Zugangsnummern der Referenzstämme sind im Anhang aufgeführt.) 
NS3/4-Spaltmotiv 
(Sub-) Genotyp Position (P) Referenzstamm 
 8 7 6 5 4 3 2 1 1‘ 2‘ 3‘ 4‘ 5‘ 6‘ 7‘  
GI.2 R Q D E F Q L Q G K M Y D F D Southampton 
GI.b R Q D E F R L Q G K M Y D F D WUG1 
GII.3 R M D E F E L Q G P N L P T F Saitama U18 
GII.4-<1995 R L D E Y E L Q G P A L T T F Lordsdale 
GII.4-1995 R L D E F E L Q G P A L T T F Dresden 174 
GII.4-2002 R L D E F E L Q G P A L T T F Farmington Hills 
GII.4-2004 R L D E F E L Q G P T L T T F Hunter 504D/04O 
 
Desweiteren konnte beobachtet werden, dass die NS6pro des Genotyps II.3 die 
höchste Aktivität besitzt. Diese Erkenntnis bestätigt abermals, dass die Aktivität der 
NS6pro nicht der bedeutende Faktor für die Zunahme der Infektionen ist, da die Mehr-
heit der Infektionen durch den Genotyp II.4 bedingt wird (Bull et al. 2010, Siebenga et 
al. 2009, Siebenga et al. 2007). 
Bei Betrachtung der Aktivität der NS6pro-Proteasen des Genotyps II.4 konnte 
die folgende Reihenfolge festgestellt werden: II.4-1995 (ca. 360 M-1 * s-1) < II.4-2006a 
(ca. 440 M-1 * s-1) < II.4-2006b (ca. 600 M-1 * s-1) < II.4-2004 (ca. 800 M-1 * s-1) < II.4-
2002 (ca. 1120 M-1 * s-1) < II.4-Kreischa (ca. 1190 M-1 * s-1). Dies bedeutet, dass die 
NS6pro-Proteasen der Subgenotypen II.4-1995 und II.4-2006a eine ähnlich „niedrige“ 
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Aktivität besitzen, obwohl der Subgenotyp II.4-2006a im Winterhalbjahr 2006/07 be-
deutend mehr Ausbrüche herbeiführte als dies der Subgenotyp II.4-1995 je in einem 
Winterhalbjahr bewirkte (Siebenga et al. 2007). Darüber hinaus bedingte – bspw. in 
den Niederlanden – der Subgenotyp II.4-2004 im Winterhalbjahr 2004/05 eine ähn-
liche Anzahl an Ausbrüchen wie der Subgenotyp II.4-2006a im Winterhalbjahr 2006/     
07, obwohl die Aktivität der NS6pro des Subgenotyps II.4-2004 etwa doppelt so hoch 
ist wie die der NS6pro des Subgenotyps II.4-1995 (Siebenga et al. 2007). Dies bestä-
tigt, dass die Aktivität der NS6pro nicht der entscheidende Faktor für die Zunahme der 
Infektionen ist (Abb. 34). 
 
 
Abbildung 34: Prävalenz der epidemiologisch relevanten Subgenotypen des Genotyps II.4 (am Beispiel 
der Niederlande). (nach Siebenga et al. 2007) 
 
4.2.2.  Struktur-Funktions-Analyse der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
 
Ausgehend von der NS6pro des Subgenotyps II.4-1995 konnten sich bei den 
„folgenden“ Subgenotypen die Mutationen Ser43 → Pro43, Ile49 → Val49, Pro90 → 
Ser90, Glu148 → Gly148 und Ser174 → Gly174 festigen. Hierbei befinden sich die 
Aminosäuren an den Positionen 43, 49 und 148 nicht an entscheidenden Stellen in 
der räumlichen Struktur. Zudem konnten die Aminosäuren an der Position 174 nicht 
dargestellt werden, da die bekannten Kristallstrukturen lediglich bis zur Position 173 
aufgelöst werden konnten; aber dennoch ist ersichtlich, dass die Aminosäuren ab der 
Position 171 aus der NS6pro „herausstehen“. Somit befinden sich die Aminosäuren an 
der Position 174 auch nicht an einer entscheidenden Stelle in der räumlichen Struk-
tur. Im Gegensatz dazu sind die Aminosäuren an der Position 90 an der Bildung der 
stabilisierenden Wasserstoffbrückenbindungen, die für die korrekte Orientierung der 
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N- und der C-terminalen Domäne benötigt werden, beteiligt (Nakamura et al. 2005). 
Da Prolin jedoch– im Vergleich zu Serin – keine Wasserstoffbrückenbindungen bil-
den kann, könnte dadurch die Orientierung der Domänen „fehlerhaft“ bzw. die Funk-
tionsfähigkeit der NS6pro „behindert“ sein. Die NS6pro-Proteasen der Subgenotypen 
II.4-1995 (ca. 360 M-1 * s-1) und II.4-2006b (ca. 600 M-1 * s-1) differieren lediglich um 
die oben aufgeführten Mutationen, sodass vermutlich Pro90 – durch eine „schlech-
tere“ räumliche Struktur der NS6pro – die Aktivität der NS6pro um etwa 40 Prozent re-
duziert. Dies wird auch dadurch bekräftigt, dass die NS6pro des Genotyps II.b ebenso 
Pro90 bzw. eine „niedrige“ Aktivität (ca. 560 M-1 * s-1) besitzt (Abb. 35, Anh. 3). 
 
 
Abbildung 35: Lokalisation der Mutationen Ser43 → Pro43, Ile49 → Val49, Pro90 → Ser90 und Glu148 → 
Gly148 in der Norovirus-NS6
pro
. Bioinformatische Modellierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (rot) catalytic triad. 
(gelb) oxyanion hole. (dunkelblau) S1 pocket. (hellblau) S2 pocket. (rosa) substrate binding tunnel. (grün) sta-
bilisierende Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. (lila) Mutationen. 
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Die NS6pro-Proteasen der Subgenotypen II.4-2006b (ca. 600 M-1 * s-1) und II.4-
2002 (ca. 1120 M-1 * s-1) unterscheiden sich lediglich durch die Mutation Glu79 → 
Gly79. Die Aminosäuren an der Position 79 sind an der Bildung der Van-der-Waals-
Wechselwirkungen, die für die Dimerisierung der NS6pro benötigt werden, beteiligt. 
Die Dimerisierungsdomäne befindet sich dabei in räumlicher Nähe mit dem Eingang 
des substrate binding tunnel, sodass die Dimerisierung vermutlich für die Bindung 
des Substrats benötigt wird (Zeitler et al. 2006). Da Glycin jedoch – im Vergleich zu 
Glutaminsäure – ein sehr kleines Van-der-Waals-Volumen besitzt (Gly:48, Glu: 109) 
(Taylor 1986), könnte dadurch die Bindung der Dimere „lockerer“ bzw. die Bindung 
des Substrats „einfacher“ sein. Somit erhöht Gly79 – durch eine „bessere“ Substrat-
bindung – die Aktivität der NS6pro um etwa 90 Prozent (Abb. 36). 
 
 
Abbildung 36: Lokalisation der Mutation Glu79 → Gly79 in der Norovirus-NS6
pro
. Bioinformatische Model-
lierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (rot) catalytic triad. (gelb) oxyanion hole. (dunkelblau) S1 pocket. (hellblau) 
S2 pocket. (rosa) substrate binding tunnel. (grün) stabilisierende Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. 
(lila) Mutation. 
 
Die NS6pro-Proteasen des Subgenotyps II.4-2006b (ca. 600 M-1 * s-1) und des 
Stamms II.4-Kreischa (ca. 1190 M-1 * s-1) trennt lediglich die Mutation Ala83 → Val83. 
Die Aminosäuren an der Position 83 ragen in die hydrophobe S1 pocket, die für die 
Bindung des Substrats benötigt wird (Zeitler et al. 2006, Nakamura et al. 2005). Da 
Valin jedoch – im Vergleich zu Alanin – eine deutlich höhere Hydrophobizität besitzt 
(Val: 4,2, Ala: 1,8) (Taylor 1986), könnte dadurch die Bindung des Substrats „stärker“ 
sein. Somit erhöht Val83 – durch eine „bessere“ Substratbindung – die Aktivität der 
NS6pro um etwa 100 Prozent (Abb. 37). 
 
 
DISKUSSION   121 
 
Abbildung 37: Lokalisation der Mutation Ala83 → Val83 in der Norovirus-NS6
pro
. Bioinformatische Model-
lierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (rot) catalytic triad. (gelb) oxyanion hole. (dunkelblau) S1 pocket. (hellblau) 
S2 pocket. (rosa) substrate binding tunnel. (grün) stabilisierende Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. 
(lila) Mutation. 
 
Die NS6pro-Proteasen des Stamms II.4-Kreischa (ca. 1190 M-1 * s-1) und des 
Subgenotyps II.4-2006a (ca. 440 M-1 * s-1) trennt lediglich die Mutation Ala170 → Val     
170. Die Aminosäuren an der Position 170 befinden sich in räumlicher Nähe mit der 
catalytic triad, die das aktive Zentrum der NS6pro bildet (Zeitler et al. 2006, Nakamura 
et al. 2005). Da Valin jedoch – im Vergleich zu Alanin – eine deutlich längere Seiten-
kette besitzt, könnte dadurch die Funktionsfähigkeit der catalytic triad behindert sein. 
Somit reduziert Val170 – durch eine „schlechtere“ Funktionalität der catalytic triad – 
die Aktivität der NS6pro um etwa 60 Prozent (Abb. 38). 
 
 
Abbildung 38: Lokalisation der Mutation Ala170 → Val170 in der Norovirus-NS6
pro
. Bioinformatische Model-
lierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (rot) catalytic triad. (gelb) oxyanion hole. (dunkelblau) S1 pocket. (hellblau) 
S2 pocket. (rosa) substrate binding tunnel. (grün) stabilisierende Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. 
(lila) Mutation. 
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Die NS6pro-Proteasen des Stamms II.4-Kreischa (ca. 1190 M-1 * s-1) und des 
Subgenotyps II.4-2004 (ca. 800 M-1 * s-1) differieren lediglich um die Mutation Leu94 
→ Pro94. Die Aminosäuren an der Position 94 befinden sich ebenso in räumlicher 
Nähe mit der hydrophoben S1 pocket (Zeitler et al. 2006, Nakamura et al. 2005). Da 
Prolin jedoch – im Vergleich zu Leucin – eine kleinere Hydrophobizität besitzt (Pro:     
-1,6, Val: 4,2) (Taylor 1986), könnte dadurch die Bindung des Substrats „schwächer“ 
sein. Somit reduziert Pro94 – durch eine „schlechtere“ Substratbindung – die Aktivität 
der NS6pro um etwa 30 Prozent (Abb. 39). 
 
 
Abbildung 39: Lokalisation der Mutation Leu94 → Pro94 in der Norovirus-NS6
pro
. Bioinformatische Model-
lierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (rot) catalytic triad. (gelb) oxyanion hole. (dunkelblau) S1 pocket. (hellblau) 
S2 pocket. (rosa) substrate binding tunnel. (grün) stabilisierende Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. 
(lila) Mutation. 
 
Zusammenfassend betrachtet, konnten daher folgende Effekte auf die Aktivität 
der NS6pro beobachtet werden: Val170 (-63%) < Pro90 (-40%) < Pro94 (-33%) < Gly     
79 (+87%) < Val83 (+98%). 
 
4.2.3.  Aktivitätsbestimmung der Norovirus-NS7pol-Polymerasen 
 
Bei der Aktivitätsbestimmung der Norovirus-NS7pol-Polymerasen des Geno-
typs II.4 konnte festgestellt werden, dass alle NS7pol-Polymerasen – ebenso wie die 
NS7pol des Genotyps II.3 – die beiden ssRNAs „ssR-083-Nor-GII“ und „ssR-088-Nor-
GI“, die das 3‘-Ende der antigenomischen RNA der Genogruppe II bzw. I beinhalten, 
„sehr gut“ transkribieren konnten, wohingegen die beiden NS7pol-Polymerasen der 
Genogruppe I die ssRNAs nur „sehr schlecht“ umschreiben konnten. Somit haben 
die drei unterschiedlichen Nukleotide am 3‘-Ende der antigenomischen RNA keinen 
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Einfluss auf die Aktivität der NS7pol-Polymerasen. Darüber hinaus könnte diese Er-
kenntnis erklären, dass es zu Rekombinationen zwischen den Genogruppen I und II 
kommen kann, da die NS7pol-Polymerasen der beiden Genogruppen auch die RNA-
Synthese auf der antigenomischen RNA der jeweils anderen Genogruppe initiieren 
können (Tab. 14). 
 
Tabelle 14: 3'-Ende der antigenomischen RNA bei Norovirus-Referenzstämmen. 
(rot) abweichende Nukleotide im Vergleich mit der Genogruppe II. (Die „GenBank“-Zugangsnummern der 
Referenzstämme sind im Anhang aufgeführt.) 
3‘-Ende der antigenomischen RNA 
(Sub-) Genotyp Nukleotidsequenz Referenzstamm 
GI.2 GUGAAUGAUGAUGGCGUCGAAAGAC Southampton 
GI.b  WUG1 
GII.3 GUGAAUGAAGAUGGCGUCUAACGAC Saitama U18 
GII.4-<1995  Lordsdale 
GII.4-1995  Dresden 174 
GII.4-2002  Farmington Hills 
GII.4-2004  Hunter 504D/04O 
 
Desweiteren konnte beobachtet werden, dass die NS7pol des Genotyps II.3 die 
höchste Aktivität besitzt. Diese Erkenntnis bestätigt abermals, dass die Aktivität der 
NS7pol nicht der bedeutende Faktor für die Zunahme der Infektionen ist, da die Mehr-
heit der Infektionen durch den Genotyp II.4 bedingt wird (Bull et al. 2010, Siebenga et 
al. 2009, Siebenga et al. 2007). 
Bei Betrachtung der Aktivität der NS7pol-Polymerasen des Genotyps II.4 konn-
te die folgende Reihenfolge bestimmt werden: II.4-2006a (ca. 75 M-1 * s-1) < II.4-2002 
(ca. 80 M-1 * s-1) < II.4-2004 (ca. 100 M-1 * s-1) < II.4-2006b (ca. 100 M-1 * s-1) < II.4-
Kreischa (ca. 115 M-1 * s-1) < II.4-1995 (ca. 140 M-1 * s-1). Somit ergibt sich, dass die 
NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 eine höhere Aktivität als die des Subgenotyps II.4-
2006b besitzt, obwohl der Subgenotyp II.4-2006b im Winterhalbjahr 2006/07 bedeu-
tend mehr Ausbrüche hervorrief als dies der Subgenotyp II.4-1995 je in einem Win-
terhalbjahr konnte. Dies bestätigt, dass die Aktivität der NS7pol nicht der entscheiden-
de Faktor für die Zunahme der Infektionen ist (Abb. 34). 
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4.2.4.  Struktur-Funktions-Analyse der NS7pol-Polymerasen 
 
Ausgehend von der NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 konnten sich bei den 
„folgenden“ Subgenotypen die Mutationen Thr34 → Ala34, Thr107 → Ala107, Gly153 
→ Glu153, Lys236 → Arg236, Lys291 →Thr291, Asn386 → Asp386/Gly386, Thr429 
→ Ser429 und Ala453 → Thr453 festigen. Hierbei befinden sich die Aminosäuren an 
den Positionen 34, 107, 153, 236, 291, 386 und 453 nicht an entscheidenden Stellen 
m 
 
Abbildung 40: Lokalisation der Mutationen Thr34 → Ala34, Thr107 → Ala107, Gly153 → Glu153, Lys236 → 
Arg236, Lys291 →Thr291, Asn386 → Asp386 bzw. Gly386, Thr429 → Ser429 und Ala453 → Thr453 in der 
Norovirus-NS7
pol
. Bioinformatische Modellierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (grün) Motiv A (Asp242, Tyr243, 
Asp247). (rosa) Motiv B (Ser300, Asn309). (rot) Motiv C (Asp343, Asp344). (gelb) Motiv F (Arg182). (dunkel-
blau) C-terminale Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. (hellblau) Mutationen. 
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in der räumlichen Struktur. Im Gegensatz dazu befinden sich die Aminosäuren an der 
Position 429 in räumlicher Nähe mit der Dimerisierungsdomäne. Diese ist nahe dem 
Eingang der active site cleft lokalisiert, sodass die Dimerisierung der NS7pol vermut-
lich für die Bindung des Substrats benötigt wird (Högbom et al. 2009, Ng et al. 2004). 
Da Threonin jedoch – im Vergleich zu Serin – ein größeres Van-der-Waals-Volumen 
besitzt (Thr: 93, Ser: 73) (Taylor 1986), könnte dadurch die Bindung der Dimere bzw. 
die Bindung des Substrats „stärker“ sein. Die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen 
II.4-1995 (ca. 140 M-1 * s-1) und II.4-2006b (ca. 100 M-1 * s-1) differieren lediglich um 
die oben aufgeführten Mutationen, sodass vermutlich Thr429 – durch eine „bessere“ 
Substratbindung – die Aktivität der NS7pol um etwa 40 Prozent erhöht. Dieser Fakt 
wird dadurch bekräftigt, dass die NS7pol des Genotyps II.3 ebenso Thr429 bzw. eine 
hohe Aktivität (ca. 560 M-1 * s-1) besitzt (Abb. 40, Anh. 7). 
Die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2006b (ca. 100 M-1 * s-1) und 
II.4-2004 (ca. 100 M-1 * s-1) unterscheiden sich lediglich durch die Mutation Lys171 → 
Arg171. Die Aminosäuren an der Position 171 ragen in die active site cleft, die das 
aktive Zentrum bzw. die funktionellen Motive der NS7pol beinhaltet (Zamyatkin et al. 
2008, Ng et al. 2004). Da Arginin und Lysin jedoch ähnliche Seitenketten bzw. ähn-
liche Eigenschaften besitzen (basisch, polar, Van-der-Waals-Volumen: Arg: 148, Lys: 
135; Hydrophobizität: Arg: -4,5, Lys: -3,9) (Taylor 1986), hat diese Mutation keinen 
Einfluss auf die Aktivität der NS7pol (Abb. 41). 
 
 
Abbildung 41: Lokalisation der Mutation Lys171 → Arg171 in der Norovirus-NS7
pol
. Bioinformatische Model-
lierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (grün) Motiv A (Asp242, Tyr243, Asp247). (rosa) Motiv B (Ser300, Asn309). 
(rot) Motiv C (Asp343, Asp344). (gelb) Motiv F (Arg182). (dunkelblau) C-terminale Aminosäuren. (orange) 
Dimerisierungsdomäne. (hellblau) Mutation. 
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Die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2006b (ca. 100 M-1 * s-1) und 
II.4-2002 (ca. 80 M-1 * s-1) trennen die beiden Mutationen Ala86 → Val86 und Ser442 
→ Pro442. Hierbei befinden sich die Aminosäuren an der Position 86 nicht an einer 
bedeutenden Stelle in der räumlichen Struktur. Im Gegensatz dazu befinden sich die 
Aminosäuren an der Position 442 in räumlicher Nähe mit den C-terminus, der bei der 
Bindung des Substrats aus der active site cleft verdrängt wird und mit den anderen 
Komponenten des Replikationskomplexes interagiert (Högbom et al. 2009, Zamyat-
kin et al. 2008, Ng et al. 2004). Da Prolin jedoch – im Vergleich zu Serin – eine deut-
m 
 
Abbildung 42: Lokalisation der Mutationen Ala86 → Val86 und Ser442 → Pro442 in der Norovirus-NS7
pol
. 
Bioinformatische Modellierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (grün) Motiv A (Asp242, Tyr243, Asp247). (rosa) 
Motiv B (Ser300, Asn309). (rot) Motiv C (Asp343, Asp344). (gelb) Motiv F (Arg182). (dunkelblau) C-terminale 
Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. (hellblau) Mutationen. 
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lich „größere“, heterozyklische Seitenkette besitzt, könnte dadurch die Verdrängung 
des C-terminus aus der active site cleft bzw. die Bindung des Substrats „behindert“ 
sein. Somit reduziert Pro442 – durch eine „schlechtere“ Substratbindung – die Aktivi-
tät der NS7pol um etwa 20 Prozent (Abb. 42). 
Die NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2006b (ca. 100 M-1 * s-1) und 
II.4-2006a (ca. 75 M-1 * s-1) trennen die Mutationen Ala253 → Ser253 und Gly386 → 
Asp386. Hierbei befinden sich die Aminosäuren an der Position 386 – wie bereits bei 
der Betrachtung der NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 beobachtet – nicht an einer 
mm 
 
Abbildung 43:Lokalisation der Mutationen Ala253 → Ser253 und Gly386 → Asp386 in der Norovirus-NS7
pol
 
Bioinformatische Modellierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (grün) Motiv A (Asp242, Tyr243, Asp247). (rosa) 
Motiv B (Ser300, Asn309). (rot) Motiv C (Asp343, Asp344). (gelb) Motiv F (Arg182). (dunkelblau) C-terminale 
Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. (hellblau) Mutationen. 
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bedeutenden Stelle in der räumlichen Struktur. Im Gegensatz dazu befinden sich die 
Aminosäuren an der Position 253 in räumlicher Nähe mit den Motiven A und B, die 
die NTPs bzw. die Metallionen koordinieren (Zamyatkin et al. 2008, O’Reilly & Kao 
1998). Da Serin jedoch – im Vergleich zu Alanin – eine „etwas“ größere Seitenkette 
besitzt, könnte dadurch – obwohl die Seitenketten aus der active site cleft „heraus-
stehen“ – die Koordinierung der NTPs und der Metallionen bzw. die Zufuhr der NTPs 
„behindert“ sein. Somit reduziert Ser253 – durch eine „schlechtere“ Koordination der 
Reaktionskomponenten bzw. durch eine „schlechtere“ Zufuhr der NTPs – die Aktivität 
der NS7pol um etwa 25 Prozent (Abb. 43). 
 
 
Abbildung 44: Lokalisation der Mutationen Ser18 → Asn18 und Ile311 → Val311 in der Norovirus-NS7
pol
. 
Bioinformatische Modellierung mit „PHYRE“ und „PyMOL“. (grün) Motiv A (Asp242, Tyr243, Asp247). (rosa) 
Motiv B (Ser300, Asn309). (rot) Motiv C (Asp343, Asp344). (gelb) Motiv F (Arg182). (dunkelblau) C-terminale 
Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. (hellblau) Mutationen. 
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Die NS7pol-Polymerasen des Subgenotyps II.4-2006a (ca. 75 M-1 * s-1) und des 
Stamms II.4-Kreischa (ca. 115 M-1 * s-1) trennen die Mutationen Ser18 → Asn18 und 
Ile311 → Val311. Hierbei befinden sich die Aminosäuren an der Position 18 nicht an 
einer entscheidenden Stelle in der räumlichen Struktur. Im Gegensatz dazu befinden 
sich die Aminosäuren an der Position 311 in räumlicher Nähe mit dem Motiv B, das 
für die Koordination der NTPs benötigt wird (Zamyatkin et al. 2008, O’Reilly & Kao 
1998). Da Valin jedoch – im Vergleich zu Isoleucin – eine bedeutend kürzere Seiten-
kette besitzt, könnte dadurch – obwohl die Seitenketten auch jeweils aus der active 
site cleft „herausstehen“ – die Koordination bzw. die Zufuhr der NTPs „besser“ sein. 
Somit erhöht Val311 – durch eine „bessere“ Koordination bzw. Zufuhr der Reaktions-
komponenten – die Aktivität der NS7pol um etwa 50 Prozent (Abb. 44). 
Zusammenfassend betrachtet, konnten daher folgende Effekte auf die Aktivität 
der NS7pol beobachtet werden: Ser253 (-25%) < Pro442 (-20%) < Arg171 (±0%) < 
Thr429 (+40%) < Val311 (+53%). 
 
4.2.5.  Zusammenfassende Betrachtungen 
 
Zusammenfassend konnte demnach festgestellt werden, dass die Aktivität der 
Norovirus-NS6pro bzw. der Norovirus-NS7pol nicht den entscheidenden Faktor für die 
Zunahme der Norovirus-Infektionen bildet. Diese Erkenntnis bestätigt, dass die hohe 
Zunahme der Infektionen seit dem Herbst 2002 vermutlich doch durch die Evolution 
des Norovirus-VP1 bedingt ist. 
Dennoch konnte beobachtet werden, dass durch die Mutation einer einzelnen 
Aminosäure – entsprechend der Position in der räumlichen Struktur der NS6pro bzw. 
der NS7pol – die Enzymaktivität um bis zu 100 Prozent erhöht bzw. reduziert werden 
kann. Bisher ist es bei den Viren eher unüblich, dieselben Enzyme unterschiedlicher 
Ausbrüche, Subgenotypen, Genotypen etc. im Hinblick auf die Evolution und die Ak-
tivität miteinander zu vergleichen. Im Folgenden sind die wenigen bereits bekannten 
Erkenntnisse aufgeführt. So konnte bspw. bei der Enterovirus-Polymerase 3Dpol be-
obachtet werden, dass zwischen zwei Ausbrüchen in Taiwan in den Jahren1986 und 
1998 die Mutation Thr251 → Val251/Ile251 erfolgte. Hierbei forderte der Ausbruch im 
Jahr 1998 78 Todesopfer, wohingegen der Ausbruch im Jahr 1986 keine Todesopfer 
hervorrief. Kung et al. (2010) konnten feststellen, dass die 3Dpol des Ausbruchs 1998 
– im Vergleich mit der 3Dpol des Ausbruchs 1986 – eine deutlich erhöhte Aktivität bei 
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39,5°C aufweist. Dies könnte die deutlich erhöhte Virulenz des Enterovirus-Stamms 
des Ausbruchs 1998 erklären. Kung et al. (2010) untersuchten aber nicht, an welcher 
Position sich die Aminosäuren in der räumlichen Struktur der 3Dpol befinden, sodass 
die direkte Auswirkung der Mutation auf die Aktivität unklar ist. Dennoch lassen die 
Erkenntnisse von Kung et al. (2010) vermuten, dass die in dieser Arbeit verwendete 
mutierte Norovirus-NS7pol auch „temperatursensitiv“ ist und mit zunehmender Reak-
tionszeit immer „stärker“ denaturiet wird. Zudem konnten Schmitt et al. (2011) durch 
die Untersuchung der Polymerasen NS5B der Hepatitis-C-Virus-Stämme JFH1 und 
J6 (beide Genotyp 2a) beobachten, dass die Aminosäure Ile405 die de novo-RNA-
Synthese der NS5B und dadurch die Virulenz der Hepatitis-C-Virus-Stämme erhöht. 
Hierbei befindet sich die Aminosäure Ile405 in der thumb domain, sodass die closed 
thumb conformation, die für die Effizienz der de novo-RNA-Synthese benötigt wird, 
„besser“ ist. Desweiteren konnten Bussey et al. (2010) bei der Polymerase PB2 des 
Influenza-A-Subtyps H5N1 (Auslöser der „Vogelgrippe“) feststellen, dass durch die 
Mutation Thr271 → Ala271 die Aktivität der PB2 bzw. die Virulenz der H5N1-Stämme 
in humanen Zellen erhöht wird. Daher könnte diese Mutation dafür benötigt werden, 
dass ein Vogel-Influenza-A-Virus auch den Menschen infizieren kann. Bussey et al. 
(2010) untersuchten aber ebenso nicht, an welcher Position sich die Aminosäuren in 
der räumlichen Struktur der PB2 befinden, sodass die direkte Auswirkung der Muta-
tion abermals unklar ist. Bei den Virus-Proteasen konnten bisher lediglich Beyer et al. 
(2001) beobachten, dass sich die Protease NS3 des Hepatitis-C-Genotyps 3 durch 
die Mutationen Arg123 → Asp123 und Thr168 → Gln168 von den anderen Hepatitis-
C-Genotypen unterscheidet und diese Mutationen aber keinen Einfluss auf die Aktivi-
tät der NS3 haben. 
Bei den Noroviren betrachteten bisher lediglich Bull et al. (2010) – jeweils an-
hand eines Enzyms – die Aktivität der NS7pol bei den Subgenotypen II.4-1995, II.4-
2006a und II.4-2006b. Hierbei konnten Bull et al. (2010) feststellen, dass die beiden 
NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2006a und II.4-2006b – im Vergleich mit 
der NS7pol des Subgenotyps II.4-1995 – eine etwa anderthalbfach erhöhte Aktivität 
aufweisen. Bei der in dieser Arbeit durchgeführten Aktivitätsbestimmung besitzt aber 
die NS7pol des Subgenotyps II.4-2006a (ca. 75 M-1 * s-1) die geringste Aktivität; ge-
folgt von den NS7pol-Polymerasen der Subgenotypen II.4-2006b (ca. 100 M-1 * s-1) 
bzw. II.4-1995 (ca. 140 M-1 * s-1). Diese Erkenntnisse bestätigen, dass die NS7pol-Po-
lymerasen keine subgenotypspezifische Aktivität besitzen. Zudem vermuteten Bull et 
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al. (2010), dass die Mutation Lys291 → Thr291 die Aktivität der NS7pol erhöhte. Die 
Mutation Lys291 → Thr291 konnte auch in dieser Arbeit ausgehend von der NS7pol 
des Subgenotyps II.4-1995 bei den „folgenden“ Subgenotypen beobachtet werden, 
wobei diese Mutation aber nicht zu einer Erhöhung der Aktivität führte. Somit konnte 
die Vermutung von Bull et al. (2010), dass die Mutation Lys291 → Thr291 die Aktivi-
tät der NS7pol erhöhte und dadurch zu der Zunahme der Norovirus-Infektionen beige-
tragen haben könnte, eindeutig widerlegt werden. 
Darüber hinaus beobachteten Bull et al. (2010), dass die NS7pol-Polymerasen 
des Genotyps II.4 – im Vergleich mit einer NS7pol des nur sporadisch auftretenden 
Genotyps II.7 – eine etwa vierzigfach erhöhte Mutationsrate besitzen, sodass die Mu-
tationsrate der NS7pol das epidemiologische Potential eines Stamms bzw. Genotyps 
erhöht. Da die Mutationsrate der NS7pol aber in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, 
konnten die Erkenntnisse von Bull et al. (2010) weder bestätigt noch widerlegt wer-
den. Dennoch werden diese Erkenntnisse durch die – im Vergleich mit dem VP1 der 
anderen Genotypen – deutlich rasantere Evolution des VP1 des Genotyps II.4 bestä-
tigt. Daher lässt sich ableiten, dass die NS7pol nicht durch die Aktivität sondern durch 
die Mutationsrate doch die Zunahme der Norovirus-Infektionen beeinflusste. 
Zusammenfassend lässt sich daher feststellen, dass einzelne Mutationen in 
Virus-Enzymen – bspw. der Protease oder der Polymerase – die Enzymaktivität und 
dadurch die Virulenz der Virusstämme erhöhen können. Dennoch wird die Virulenz 
der Virusstämme hauptsächlich durch die strukturellen Proteine bestimmt, da diese 
durch die Bindung an die Rezeptoren der Wirtszelle den Eintritt der Viruspartikel in 
das Zellplasma erlauben. Da aber die Aminosäuresequenz und damit die räumliche 
Struktur der strukturellen Proteine durch die Mutationsrate der Virus-Polymerasen 
bestimmt werden, bestimmen die Virus-Polymerasen letztendlich doch die Virulenz 
der Virusstämme. 
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5.  ZUSAMMENFASSUNG 
 
Die humanen Noroviren (Familie Caliciviridae, Genus Norovirus) bilden den 
Haupterreger der nichtbakteriellen Gastroenterotiden. Seit Beginn der 1990er Jahre 
– besonders seit dem Herbst 2002 – kann weltweit eine sehr starke Zunahme der 
Norovirus-Infektionen beobachtet werden. Die Mehrheit der Erkrankungen (ca. 80%) 
ist dabei durch den Genotyp II.4 verursacht, wobei innerhalb dieses Genotyps kon-
tinuierlich „neue“ genetisch veränderte Norovirus-Stämme auftreten, die kontinuier-
lich in „neue“ Subgenotypen eingeordnet werden. Bis dato wird vermutet, dass die 
hohe Zunahme der Infektionen durch die subgenotypspezifische Evolution des struk-
turellen Proteins VP1 bewirkt wurde, da dadurch die Bindung der Viruspartikel an die 
Rezeptoren der Wirtszelle – die HBGAs – verbessert sein könnte bzw. ein breiteres 
Spektrum an Rezeptoren erkannt werden könnte. Bisher ist aber weitgehend unbe-
kannt, ob im Bereich der nichtstrukturellen Proteine auch eine subgenotypspezifische 
Evolution stattgefunden hat und ob diese durch eine verbesserte Enzymaktivität zu 
der Zunahme der Infektionen beigetragen haben könnte. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurden demnach aus unterschiedlichen Stuhlproben die beiden Enzyme NS6pro und 
NS7pol von jeweils einem Stamm der epidemiologisch relevanten Subgenotypen II.4-
1995, II.4-2002, II.4-2004, II.4-2006a und II.4-2006b rekombinant hergestellt und be-
treffend ihrer Evolution und Enzymaktivität untersucht. 
Anhand der durchgeführten Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass 
bei den epidemiologisch relevanten Subgenotypen des Genotyps II.4 im Bereich der 
NS6pro und der NS7pol keine subgenotypspezifische Evolution stattgefunden hat und 
daher keine subgenotypspezifische Enzymaktivität vorliegt. Somit hatte die Enzym-
aktivität der NS6pro und der NS7pol keinen Einfluss auf die Zunahme der Infektionen. 
Dennoch konnte aber beobachtet werden, dass durch die Mutation einer einzelnen 
Aminosäure – entsprechend der Position in der räumlichen Struktur der NS6pro bzw. 
der NS7pol – die Enzymaktivität um bis zu 100 Prozent erhöht bzw. reduziert werden 
kann. Bei diesen bedeutenden Mutationen ist entweder die Substratbindung oder die 
Koordination bzw. die Zufuhr der Reaktionskomponenten betroffen. 
Somit konnte bestätigt werden, dass die Zunahme der Infektionen vermutlich 
doch durch die Evolution des VP1 bedingt ist. Dies ist auch „nachvollziehbar“, da das 
VP1 den Eintritt der Viruspartikel in das Zellplasma erlaubt, in dem danach erst die 
Virusvermehrung durch die Enzyme stattfindet. Hierbei muss aber erwähnt werden, 
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dass die Evolution des VP1 durch die Mutationsrate der NS7pol bestimmt ist, sodass 
die NS7pol letztendlich doch für die Zunahme der Infektionen verantwortlich ist. Um 
aber definitiv abzuklären, ob durch die Evolution des VP1 tatsächlich die Bindung der 
Viruspartikel an die HBGAs verbessert bzw. ein breiteres Spektrum an Rezeptoren 
erkannt wird, müssten bspw. Bindungs-Assays zwischen den entsprechenden VLPs 
(virus-like particles) und bereits typisierten Serum- oder Speichelproben – ähnlich 
den Untersuchungen von Lindesmith et al. (2008) – durchgeführt werden. Darüber 
hinaus müsste die Evolution und die Funktionalität der restlichen nichtstrukturellen 
Proteine untersucht bzw. deren Einfluss auf die Zunahme der Infektionen überprüft 
werden. 
 
LITERATURVERZEICHNIS   134 
- LITERATURVERZEICHNIS - 
 
Ambert-Balay, K., F. Bon, F. Le Guyader, P. Pothier & E. Kohli (2005) Characterization of new 
recombinant noroviruses. J Clin Microbiol, 43, 5179-86. 
 
Ando, T., Q. Jin, J. R. Gentsch, S. S. Monroe, J. S. Noel, S. F. Dowell, H. G. Cicirello, M. A. Kohn & R. 
I. Glass (1995a) Epidemiologic applications of novel molecular methods to detect and 
differentiate small round structured viruses (Norwalk-like viruses). J Med Virol, 47, 145-52. 
 
Ando, T., S. S. Monroe, J. R. Gentsch, Q. Jin, D. C. Lewis & R. I. Glass (1995b) Detection and 
differentiation of antigenically distinct small round-structured viruses (Norwalk-like viruses) by 
reverse transcription-PCR and southern hybridization. J Clin Microbiol, 33, 64-71. 
 
Ando, T., S. S. Monroe, J. S. Noel & R. I. Glass (1997) A one-tube method of reverse transcription-
PCR to efficiently amplify a 3-kilobase region from the RNA polymerase gene to the poly(A) 
tail of small round-structured viruses (Norwalk-like viruses). J Clin Microbiol, 35, 570-7. 
 
Bailey, D., W. J. Kaiser, M. Hollinshead, K. Moffat, Y. Chaudhry, T. Wileman, S. V. Sosnovtsev & I. G. 
Goodfellow (2010a) Feline calicivirus p32, p39 and p30 proteins localize to the endoplasmic 
reticulum to initiate replication complex formation. J Gen Virol, 91, 739-49. 
 
Bailey, D., I. Karakasiliotis, S. Vashist, L. M. Chung, J. Rees, N. McFadden, A. Benson, F. Yarovinsky, 
P. Simmonds & I. Goodfellow (2010b) Functional analysis of RNA structures present at the 3' 
extremity of the murine norovirus genome: the variable polypyrimidine tract plays a role in viral 
virulence. J Virol, 84, 2859-70. 
 
Belliot, G., S. V. Sosnovtsev, T. Mitra, C. Hammer, M. Garfield & K. Y. Green (2003) In vitro proteolytic 
processing of the MD145 norovirus ORF1 nonstructural polyprotein yields stable precursors 
and products similar to those detected in calicivirus-infected cells. J Virol, 77, 10957-74. 
 
Beyer, B. M., R. Zhang, Z. Hong, V. Madison & B. A. Malcolm (2001) Effect of naturally occurring 
active site mutations on hepatitis C virus NS3 protease specificity. Proteins, 43, 82-8. 
 
Bhella, D., D. Gatherer, Y. Chaudhry, R. Pink & I. G. Goodfellow (2008) Structural insights into 
calicivirus attachment and uncoating. J Virol, 82, 8051-8. 
 
Billinis, C., V. Psychas, D. K. Tontis, V. Spyrou, P. K. Birtsas, M. Sofia, F. Likotrafitis, O. M. Maslarinou 
& D. Kanteres (2005) European brown hare syndrome in wild European brown hares from 
Greece. J Wildl Dis, 41, 783-6. 
 
Bruggink, L. D. & J. A. Marshall (2009) Molecular and epidemiological features of GIIb norovirus 
outbreaks in Victoria, Australia, 2002-2005. J Med Virol, 81, 1652-60. 
 
Bull, R. A., G. S. Hansman, L. E. Clancy, M. M. Tanaka, W. D. Rawlinson & P. A. White (2005) 
Norovirus recombination in ORF1/ORF2 overlap. Emerg Infect Dis, 11, 1079-85. 
 
Bull, R. A., E. T. Tu, C. J. McIver, W. D. Rawlinson & P. A. White (2006) Emergence of a new 
norovirus genotype II.4 variant associated with global outbreaks of gastroenteritis. J Clin 
Microbiol, 44, 327-33. 
 
 
LITERATURVERZEICHNIS   135 
Bull, R. A., M. M. Tanaka & P. A. White (2007) Norovirus recombination. J Gen Virol, 88, 3347-59. 
 
Bull, R. A., J. S. Eden, W. D. Rawlinson & P. A. White (2010) Rapid evolution of pandemic noroviruses 
of the GII.4 lineage. PLoS Pathog, 6, e1000831. 
 
Bussey, K. A., T. L. Bousse, E. A. Desmet, B. Kim & T. Takimoto (2010) PB2 residue 271 plays a key 
role in enhanced polymerase activity of influenza A viruses in mammalian host cells. J Virol, 
84, 4395-406. 
 
Chaudhry, Y., A. Nayak, M. E. Bordeleau, J. Tanaka, J. Pelletier, G. J. Belsham, L. O. Roberts & I. G. 
Goodfellow (2006) Caliciviruses differ in their functional requirements for eIF4F components. J 
Biol Chem, 281, 25315-25. 
 
Cheetham, S., M. Souza, R. McGregor, T. Meulia, Q. Wang & L. J. Saif (2007) Binding patterns of 
human norovirus-like particles to buccal and intestinal tissues of gnotobiotic pigs in relation to 
A/H histo-blood group antigen expression. J Virol, 81, 3535-44. 
 
Chen, R., J. D. Neill, M. K. Estes & B. V. Prasad (2006) X-ray structure of a native calicivirus: 
structural insights into antigenic diversity and host specificity. Proc Natl Acad Sci U S A, 103, 
8048-53. 
 
Chhabra, P. & S. D. Chitambar (2008) Norovirus genotype IIb associated acute gastroenteritis in India. 
J Clin Virol, 42, 429-32. 
 
Chhabra, P., R. K. Dhongade, V. R. Kalrao, A. R. Bavdekar & S. D. Chitambar (2009) Epidemiological, 
clinical, and molecular features of norovirus infections in western India. J Med Virol, 81, 922-
32. 
 
Chiba, S., Y. Sakuma, R. Kogasaka, M. Akihara, K. Horino, T. Nakao & S. Fukui (1979) An outbreak 
of gastroenteritis associated with calicivirus in an infant home. J Med Virol, 4, 249-54. 
 
Chung, J. Y., T. H. Han, S. H. Park, S. W. Kim & E. S. Hwang (2010) Detection of GII-4/2006b variant 
and recombinant noroviruses in children with acute gastroenteritis, South Korea. J Med Virol, 
82, 146-52. 
 
Costantini, V., F. Loisy, L. Joens, F. S. Le Guyader & L. J. Saif (2006) Human and animal enteric 
caliciviruses in oysters from different coastal regions of the United States. Appl Environ 
Microbiol, 72, 1800-9. 
 
Dastjerdi, A. M., J. Green, C. I. Gallimore, D. W. Brown & J. C. Bridger (1999) The bovine Newbury 
agent-2 is genetically more closely related to human SRSVs than to animal caliciviruses. 
Virology, 254, 1-5. 
 
Daughenbaugh, K. F., C. S. Fraser, J. W. Hershey & M. E. Hardy (2003) The genome-linked protein 
VPg of the Norwalk virus binds eIF3, suggesting its role in translation initiation complex 
recruitment. EMBO J, 22, 2852-9. 
 
Earnhardt, J. N., M. Qian, C. Tu, M. M. Lakkis, N. C. Bergenhem, P. J. Laipis, R. E. Tashian & D. N. 
Silvermann (1998) The catalytic properties of murine carbonic anhydrase VII. Biochemistry, 
37, 10837-45 
 
Ettayebi, K. & M. E. Hardy (2003) Norwalk virus nonstructural protein p48 forms a complex with the 
SNARE regulator VAP-A and prevents cell surface expression of vesicular stomatitis virus G 
protein. J Virol, 77, 11790-7. 
 
LITERATURVERZEICHNIS   136 
Fankhauser, R. L., J. S. Noel, S. S. Monroe, T. Ando & R. I. Glass (1998) Molecular epidemiology of 
"Norwalk-like viruses" in outbreaks of gastroenteritis in the United States. J Infect Dis, 178, 
1571-8. 
 
Fankhauser, R. L., S. S. Monroe, J. S. Noel, C. D. Humphrey, J. S. Bresee, U. D. Parashar, T. Ando & 
R. I. Glass (2002) Epidemiologic and molecular trends of "Norwalk-like viruses" associated 
with outbreaks of gastroenteritis in the United States. J Infect Dis, 186, 1-7. 
 
Farkas, T., W. M. Zhong, Y. Jing, P. W. Huang, S. M. Espinosa, N. Martinez, A. L. Morrow, G. M. 
Ruiz-Palacios, L. K. Pickering & X. Jiang (2004) Genetic diversity among sapoviruses. Arch 
Virol, 149, 1309-23. 
 
Farkas, T., K. Sestak, C. Wei & X. Jiang (2008) Characterization of a rhesus monkey calicivirus 
representing a new genus of Caliciviridae. J Virol, 82, 5408-16. 
 
Farkas, T., R. W. Cross, E. Hargitt, 3rd, N. W. Lerche, A. L. Morrow & K. Sestak (2010a) Genetic 
diversity and histo-blood group antigen interactions of rhesus enteric caliciviruses. J Virol, 84, 
8617-25. 
 
Farkas, T., J. Dufour, X. Jiang & K. Sestak (2010b) Detection of norovirus-, sapovirus- and rhesus 
enteric calicivirus-specific antibodies in captive juvenile macaques. J Gen Virol, 91, 734-8. 
 
Fernandez-Vega, V., S. V. Sosnovtsev, G. Belliot, A. D. King, T. Mitra, A. Gorbalenya & K. Y. Green 
(2004) Norwalk virus N-terminal nonstructural protein is associated with disassembly of the 
Golgi complex in transfected cells. J Virol, 78, 4827-37. 
 
Fukuda, S., Y. Sasaki, S. Takao & M. Seno (2008) Recombinant norovirus implicated in gastroenteritis 
outbreaks in Hiroshima Prefecture, Japan. J Med Virol, 80, 921-8. 
 
Fullerton, S. W., M. Blaschke, B. Coutard, J. Gebhardt, A. Gorbalenya, B. Canard, P. A. Tucker & J. 
Rohayem (2007) Structural and functional characterization of sapovirus RNA-dependent RNA 
polymerase. J Virol, 81, 1858-71. 
 
Gemulla, G. & F. Pessler (2010) Can norovirus infection lead to a postinfectious arthritis? Report of 2 
possible cases. Klin Padiatr, 223, 43-4. 
 
Goodfellow, I., Y. Chaudhry, I. Gioldasi, A. Gerondopoulos, A. Natoni, L. Labrie, J. F. Laliberte & L. 
Roberts (2005) Calicivirus translation initiation requires an interaction between VPg and eIF 4 
E. EMBO Rep, 6, 968-72. 
 
Green, J., J. Vinje, C. I. Gallimore, M. Koopmans, A. Hale, D. W. Brown, J. C. Clegg & J. Chamberlain 
(2000) Capsid protein diversity among Norwalk-like viruses. Virus Genes, 20, 227-36. 
 
Green, K. Y., T. Ando, M. S. Balayan, T. Berke, I. N. Clarke, M. K. Estes, D. O. Matson, S. Nakata, J. 
D. Neill, M. J. Studdert & H. J. Thiel (2000) Taxonomy of the caliciviruses. J Infect Dis, 181 
Suppl 2, S322-30. 
 
Green, K. Y., A. Mory, M. H. Fogg, A. Weisberg, G. Belliot, M. Wagner, T. Mitra, E. Ehrenfeld, C. E. 
Cameron & S. V. Sosnovtsev (2002) Isolation of enzymatically active replication complexes 
from feline calicivirus-infected cells. J Virol, 76, 8582-95. 
 
Green, K. Y. (2007) Caliciviridae: The Noroviruses. Fields Virology, 5. Auflage, 949-979. 
 
 
LITERATURVERZEICHNIS   137 
Green, S. M., K. E. Dingle, P. R. Lambden, E. O. Caul, C. R. Ashley & I. N. Clarke (1994) Human 
enteric Caliciviridae: a new prevalent small round-structured virus group defined by RNA-
dependent RNA polymerase and capsid diversity. J Gen Virol, 75 (Pt 8), 1883-8. 
 
Green, S. M., P. R. Lambden, E. O. Caul, C. R. Ashley & I. N. Clarke (1995) Capsid diversity in small 
round-structured viruses: molecular characterization of an antigenically distinct human enteric 
calicivirus. Virus Res, 37, 271-83. 
 
Guo, M., K. O. Chang, M. E. Hardy, Q. Zhang, A. V. Parwani & L. J. Saif (1999) Molecular 
characterization of a porcine enteric calicivirus genetically related to Sapporo-like human 
caliciviruses. J Virol, 73, 9625-31. 
 
Guo, M., J. F. Evermann & L. J. Saif (2001) Detection and molecular characterization of cultivable 
caliciviruses from clinically normal mink and enteric caliciviruses associated with diarrhea in 
mink. Arch Virol, 146, 479-93. 
 
Gutierrez-Escolano, A. L., Z. U. Brito, R. M. del Angel & X. Jiang (2000) Interaction of cellular proteins 
with the 5' end of Norwalk virus genomic RNA. J Virol, 74, 8558-62. 
 
Gutierrez-Escolano, A. L., M. Vazquez-Ochoa, J. Escobar-Herrera & J. Hernandez-Acosta (2003) La, 
PTB, and PAB proteins bind to the 3(') untranslated region of Norwalk virus genomic RNA. 
Biochem Biophys Res Commun, 311, 759-66. 
 
Hansman, G. S., L. T. Doan, T. A. Kguyen, S. Okitsu, K. Katayama, S. Ogawa, K. Natori, N. Takeda, 
Y. Kato, O. Nishio, M. Noda & H. Ushijima (2004a) Detection of norovirus and sapovirus 
infection among children with gastroenteritis in Ho Chi Minh City, Vietnam. Arch Virol, 149, 
1673-88. 
 
Hansman, G. S., K. Katayama, N. Maneekarn, S. Peerakome, P. Khamrin, S. Tonusin, S. Okitsu, O. 
Nishio, N. Takeda & H. Ushijima (2004b) Genetic diversity of norovirus and sapovirus in 
hospitalized infants with sporadic cases of acute gastroenteritis in Chiang Mai, Thailand. J Clin 
Microbiol, 42, 1305-7. 
 
Hansman, G. S., N. Takeda, T. Oka, M. Oseto, K. O. Hedlund & K. Katayama (2005) Intergenogroup 
recombination in sapoviruses. Emerg Infect Dis, 11, 1916-20. 
 
Herzog, K. (2005) Norovirus (Caliciviridae): Proteinexpression und Genomanalyse. Diplomarbeit. 
Technische Universität Dresden. Fakultät Mathematik und Naturwissenschaften. Fachbereich 
Biologie. 
 
Högbom, M., K. Jäger, I. Robel, T. Unge & J. Rohayem (2009) The active form of the norovirus RNA-
dependent RNA polymerase is a homodimer with cooperative activity. J Gen Virol, 90, 281-91. 
 
Hsu, C. C., L. K. Riley, H. M. Wills & R. S. Livingston (2006) Persistent infection with and serologic 
cross-reactivity of three novel murine noroviruses. Comp Med, 56, 247-51. 
 
Hyde, J. L., S. V. Sosnovtsev, K. Y. Green, C. Wobus, H. W. Virgin & J. M. Mackenzie (2009) Mouse 
norovirus replication is associated with virus-induced vesicle clusters originating from 
membranes derived from the secretory pathway. J Virol, 83, 9709-19. 
 
Inouye, S., K. Yamashita, S. Yamadera, M. Yoshikawa, N. Kato & N. Okabe (2000) Surveillance of 
viral gastroenteritis in Japan: pediatric cases and outbreak incidents. J Infect Dis, 181 Suppl 2, 
S270-4. 
 
 
LITERATURVERZEICHNIS   138 
Iritani, N., Y. Seto, K. Haruki, M. Kimura, M. Ayata & H. Ogura (2000) Major change in the 
predominant type of "Norwalk-like viruses" in outbreaks of acute nonbacterial gastroenteritis in 
Osaka City, Japan, between April 1996 and March 1999. J Clin Microbiol, 38, 2649-54. 
 
Ito, S., S. Takeshita, A. Nezu, Y. Aihara, S. Usuku, Y. Noguchi & S. Yokota (2006) Norovirus-
associated encephalopathy. Pediatr Infect Dis J, 25, 651-2. 
 
Jiang, X., M. Wang, K. Wang & M. K. Estes (1993) Sequence and genomic organization of Norwalk 
virus. Virology, 195, 51-61. 
 
Jiang, X., D. O. Matson, F. R. Velazquez, J. J. Calva, W. M. Zhong, J. Hu, G. M. Ruiz-Palacios & L. K. 
Pickering (1995) Study of Norwalk-related viruses in Mexican children. J Med Virol, 47, 309-
16. 
 
Jiang, X., C. Espul, W. M. Zhong, H. Cuello & D. O. Matson (1999) Characterization of a novel human 
calicivirus that may be a naturally occurring recombinant. Arch Virol, 144, 2377-87. 
 
Jiang, X., W. M. Zhong, T. Farkas, P. W. Huang, N. Wilton, E. Barrett, D. Fulton, R. Morrow & D. O. 
Matson (2002) Baculovirus expression and antigenic characterization of the capsid proteins of 
three Norwalk-like viruses. Arch Virol, 147, 119-30. 
 
Jin, M., H. P. Xie, Z. J. Duan, N. Liu, Q. Zhang, B. S. Wu, H. Y. Li, W. X. Cheng, S. H. Yang, J. M. Yu, 
Z. Q. Xu, S. X. Cui, L. Zhu, M. Tan, X. Jiang & Z. Y. Fang (2008) Emergence of the 
GII4/2006b variant and recombinant noroviruses in China. J Med Virol, 80, 1997-2004. 
 
Kageyama, T., M. Shinohara, K. Uchida, S. Fukushi, F. B. Hoshino, S. Kojima, R. Takai, T. Oka, N. 
Takeda & K. Katayama (2004) Coexistence of multiple genotypes, including newly identified 
genotypes, in outbreaks of gastroenteritis due to Norovirus in Japan. J Clin Microbiol, 42, 
2988-95. 
 
Kaiser, W. J., Y. Chaudhry, S. V. Sosnovtsev & I. G. Goodfellow (2006) Analysis of protein-protein 
interactions in the feline calicivirus replication complex. J Gen Virol, 87, 363-8. 
 
Kamel, A. H., M. A. Ali, H. G. El-Nady, A. de Rougemont, P. Pothier & G. Belliot (2009) Predominance 
and circulation of enteric viruses in the region of Greater Cairo, Egypt. J Clin Microbiol, 47, 
1037-45. 
 
Kapikian, A. Z., R. G. Wyatt, R. Dolin, T. S. Thornhill, A. R. Kalica & R. M. Chanock (1972) 
Visualization by immune electron microscopy of a 27-nm particle associated with acute 
infectious nonbacterial gastroenteritis. J Virol, 10, 1075-81. 
 
Karakasiliotis, I., Y. Chaudhry, L. O. Roberts & I. G. Goodfellow (2006) Feline calicivirus replication: 
requirement for polypyrimidine tract-binding protein is temperature-dependent. J Gen Virol, 87, 
3339-47. 
 
Karakasiliotis, I., S. Vashist, D. Bailey, E. J. Abente, K. Y. Green, L. O. Roberts, S. V. Sosnovtsev & I. 
G. Goodfellow (2010) Polypyrimidine tract binding protein functions as a negative regulator of 
feline calicivirus translation. PLoS One, 5, e9562. 
 
Karst, S. M., C. E. Wobus, M. Lay, J. Davidson & H. W. t. Virgin (2003) STAT1-dependent innate 
immunity to a Norwalk-like virus. Science, 299, 1575-8. 
 
Katayama, K., H. Shirato-Horikoshi, S. Kojima, T. Kageyama, T. Oka, F. Hoshino, S. Fukushi, M. 
Shinohara, K. Uchida, Y. Suzuki, T. Gojobori & N. Takeda (2002) Phylogenetic analysis of the 
complete genome of 18 Norwalk-like viruses. Virology, 299, 225-239. 
LITERATURVERZEICHNIS   139 
Katayama, K., T. Miyoshi, K. Uchino, T. Oka, T. Tanaka, N. Takeda & G. S. Hansman (2004) Novel 
recombinant sapovirus. Emerg Infect Dis, 10, 1874-6. 
 
Koolman, J. & K.-H. Röhm (2003) Taschenatlas der Biochemie. Georg Thieme Verlag, 3. Auflage, 94, 
176-177. 
 
Kung, Y. H., S. W. Huang, P. H. Kuo, D. Kiang, M. S. Ho, C. C. Liu, C. K. Yu, I. J. Su & J. R. Wang 
(2010) Introduction of a strong temperature-sensitive phenotype into enterovirus 71 by altering 
an amino acid of virus 3D polymerase. Virology, 396, 1-9. 
 
Künkel, U. & E. Schreier (2002) Caliciviren – Virale Auslöser akuter Gastroenteritiden. Bundesgesund-
heitsblatt, 2002/7, 534-542. 
 
Kuyumcu-Martinez, M., G. Belliot, S. V. Sosnovtsev, K. O. Chang, K. Y. Green & R. E. Lloyd (2004) 
Calicivirus 3C-like proteinase inhibits cellular translation by cleavage of poly(A)-binding 
protein. J Virol, 78, 8172-82. 
 
Kusakabe, T., K. Motoki & K. Hori (1994) Human aldolase C: characterization of the recombinant 
enzyme expressed in Escherichia coli. J Biochem, 115, 1387-93. 
 
L'Homme, Y., R. Sansregret, E. Plante-Fortier, A. M. Lamontagne, G. Lacroix, M. Ouardani, J. 
Deschamps, G. Simard & C. Simard (2009a) Genetic diversity of porcine Norovirus and 
Sapovirus: Canada, 2005-2007. Arch Virol, 154, 581-93. 
 
L'Homme, Y., R. Sansregret, E. Plante-Fortier, A. M. Lamontagne, M. Ouardani, G. Lacroix & C. 
Simard (2009b) Genomic characterization of swine caliciviruses representing a new genus of 
Caliciviridae. Virus Genes, 39, 66-75. 
 
Lambden, P. R., E. O. Caul, C. R. Ashley & I. N. Clarke (1993) Sequence and genome organization of 
a human small round-structured (Norwalk-like) virus. Science, 259, 516-9. 
 
Larsson, M. M., G. E. Rydell, A. Grahn, J. Rodriguez-Diaz, B. Akerlind, A. M. Hutson, M. K. Estes, G. 
Larson & L. Svensson (2006) Antibody prevalence and titer to norovirus (genogroup II) 
correlate with secretor (FUT2) but not with ABO phenotype or Lewis (FUT3) genotype. J Infect 
Dis, 194, 1422-7. 
 
Le Gall, G., S. Huguet, P. Vende, J. F. Vautherot & D. Rasschaert (1996) European brown hare 
syndrome virus: molecular cloning and sequencing of the genome. J Gen Virol, 77 ( Pt 8), 
1693-7. 
 
Le, V. P., Y. C. Jung, K. S. Kang, I. Lim, S. C. Myung & W. Kim (2010) Genetic characterization of 
norovirus GII.4 2006b variants from Jeju island, South Korea. J Med Virol, 82, 1065-70. 
 
Lee, B. E., X. L. Pang, J. L. Robinson, D. Bigam, S. S. Monroe & J. K. Preiksaitis (2008) Chronic 
norovirus and adenovirus infection in a solid organ transplant recipient. Pediatr Infect Dis J, 
27, 360-2. 
 
Lew, J. F., A. Z. Kapikian, X. Jiang, M. K. Estes & K. Y. Green (1994a) Molecular characterization and 
expression of the capsid protein of a Norwalk-like virus recovered from a Desert Shield troop 
with gastroenteritis. Virology, 200, 319-25. 
 
Lew, J. F., A. Z. Kapikian, J. Valdesuso & K. Y. Green (1994b) Molecular characterization of Hawaii 
virus and other Norwalk-like viruses: evidence for genetic polymorphism among human 
caliciviruses. J Infect Dis, 170, 535-42. 
 
LITERATURVERZEICHNIS   140 
Lew, J. F., M. Petric, A. Z. Kapikian, X. Jiang, M. K. Estes & K. Y. Green (1994c) Identification of 
minireovirus as a Norwalk-like virus in pediatric patients with gastroenteritis. J Virol, 68, 3391-
6. 
 
Lindesmith, L. C., E. F. Donaldson, A. D. Lobue, J. L. Cannon, D. P. Zheng, J. Vinje & R. S. Baric 
(2008) Mechanisms of GII.4 norovirus persistence in human populations. PLoS Med, 5, e31. 
 
Liu, B. L., I. N. Clarke, E. O. Caul & P. R. Lambden (1995) Human enteric caliciviruses have a unique 
genome structure and are distinct from the Norwalk-like viruses. Arch Virol, 140, 1345-56. 
 
Liu, B. L., P. R. Lambden, H. Gunther, P. Otto, M. Elschner & I. N. Clarke (1999) Molecular 
characterization of a bovine enteric calicivirus: relationship to the Norwalk-like viruses. J Virol, 
73, 819-25. 
 
Liu, S. J., H. P. Xue, B. Q. Pu & N. H. Qian (1984) A new viral disease in rabbits. Animal Husbandry 
and Veterinary Medicine, 16, 253-255. 
 
Lochridge, V. P. & M. E. Hardy (2003) Snow Mountain virus genome sequence and virus-like particle 
assembly. Virus Genes, 26, 71-82. 
 
Löffler, G., P. E. Petrides & P. C. Heinrich (2007) Biochemie und Pathobiochemie. Springer Verlag, 8. 
Auflage, 120-121. 
 
Lopman, B. A., M. Reacher, C. Gallimore, G. K. Adak, J. J. Gray & D. W. Brown (2003) A summertime 
peak of "winter vomiting disease": surveillance of noroviruses in England and Wales, 1995 to 
2002. BMC Public Health, 3, 13. 
 
Luttermann, C. & G. Meyers (2007) A bipartite sequence motif induces translation reinitiation in feline 
calicivirus RNA. J Biol Chem, 282, 7056-65. 
 
Makino, A., M. Shimojima, T. Miyazawa, K. Kato, Y. Tohya & H. Akashi (2006) Junctional adhesion 
molecule 1 is a functional receptor for feline calicivirus. J Virol, 80, 4482-90. 
 
Martella, V., M. Campolo, E. Lorusso, P. Cavicchio, M. Camero, A. L. Bellacicco, N. Decaro, G. Elia, 
G. Greco, M. Corrente, C. Desario, S. Arista, K. Banyai, M. Koopmans & C. Buonavoglia 
(2007) Norovirus in captive lion cub (Panthera leo). Emerg Infect Dis, 13, 1071-3. 
 
Martella, V., E. Lorusso, K. Banyai, N. Decaro, M. Corrente, G. Elia, A. Cavalli, A. Radogna, V. 
Costantini, L. J. Saif, A. Lavazza, L. Di Trani & C. Buonavoglia (2008a) Identification of a 
porcine calicivirus related genetically to human sapoviruses. J Clin Microbiol, 46, 1907-13. 
 
Martella, V., E. Lorusso, N. Decaro, G. Elia, A. Radogna, M. D'Abramo, C. Desario, A. Cavalli, M. 
Corrente, M. Camero, C. A. Germinario, K. Banyai, B. Di Martino, F. Marsilio, L. E. Carmichael 
& C. Buonavoglia (2008b) Detection and molecular characterization of a canine norovirus. 
Emerg Infect Dis, 14, 1306-8. 
 
Martella, V., N. Decaro, E. Lorusso, A. Radogna, P. Moschidou, F. Amorisco, M. S. Lucente, C. 
Desario, V. Mari, G. Elia, K. Banyai, L. E. Carmichael & C. Buonavoglia (2009) Genetic 
heterogeneity and recombination in canine noroviruses. J Virol, 83, 11391-6. 
 
Matsuno, S., R. Sawada, K. Kimura, H. Suzuki, S. Yamanishi, K. Shinozaki, M. Sugieda & A. 
Hasegawa (1997) Sequence analysis of SRSV in fecal specimens from an epidemic of 
infantile gastroenteritis, October to December 1995, Japan. J Med Virol, 52, 377-80. 
 
LITERATURVERZEICHNIS   141 
McIntosh, M. T., S. C. Behan, F. M. Mohamed, Z. Lu, K. E. Moran, T. G. Burrage, J. G. Neilan, G. B. 
Ward, G. Botti, L. Capucci & S. A. Metwally (2007) A pandemic strain of calicivirus threatens 
rabbit industries in the Americas. Virol J, 4, 96. 
 
Mead, P. S., L. Slutsker, V. Dietz, L. F. McCaig, J. S. Bresee, C. Shapiro, P. M. Griffin & R. V. Tauxe 
(1999) Food-related illness and death in the United States. Emerg Infect Dis, 5, 607-25. 
 
Mesquita, J. R., L. Barclay, M. S. Nascimento & J. Vinje (2010) Novel norovirus in dogs with diarrhea. 
Emerg Infect Dis, 16, 980-2. 
 
Meyers, G., C. Wirblich & H. J. Thiel (1991) Rabbit hemorrhagic disease virus – molecular cloning and 
nucleotide sequencing of a calicivirus genome. Virology, 184, 664-76. 
 
Meyers, G. (2007) Characterization of the sequence element directing translation reinitiation in RNA of 
the calicivirus rabbit hemorrhagic disease virus. J Virol, 81, 9623-32. 
 
Mikami, O., J. H. Park, T. Kimura, K. Ochiai & C. Itakura (1999) Hepatic lesions in young rabbits 
experimentally infected with rabbit haemorrhagic disease virus. Res Vet Sci, 66, 237-42. 
 
Mumphrey, S. M., H. Changotra, T. N. Moore, E. R. Heimann-Nichols, C. E. Wobus, M. J. Reilly, M. 
Moghadamfalahi, D. Shukla & S. M. Karst (2007) Murine norovirus 1 infection is associated 
with histopathological changes in immunocompetent hosts, but clinical disease is prevented 
by STAT1-dependent interferon responses. J Virol, 81, 3251-63. 
 
Nakamura, K., Y. Someya, T. Kumasaka, G. Ueno, M. Yamamoto, T. Sato, N. Takeda, T. Miyamura & 
N. Tanaka (2005) A norovirus protease structure provides insights into active and substrate 
binding site integrity. J Virol, 79, 13685-93. 
 
Nakamura, K., M. Iwai, J. Zhang, M. Obara, E. Horimoto, S. Hasegawa, T. Kurata & T. Takizawa 
(2009) Detection of a novel recombinant norovirus from sewage water in toyama prefecture, 
Japan. Jpn J Infect Dis, 62, 394-8. 
 
Nayak, M. K., G. Balasubramanian, G. C. Sahoo, R. Bhattacharya, J. Vinje, N. Kobayashi, M. C. 
Sarkar, M. K. Bhattacharya & T. Krishnan (2008) Detection of a novel intergenogroup 
recombinant Norovirus from Kolkata, India. Virology, 377, 117-23. 
 
Nayak, M. K., D. Chatterjee, S. M. Nataraju, M. Pativada, U. Mitra, M. K. Chatterjee, T. K. Saha, U. 
Sarkar & T. Krishnan (2009) A new variant of Norovirus GII.4/2007 and inter-genotype 
recombinant strains of NVGII causing acute watery diarrhoea among children in Kolkata, 
India. J Clin Virol, 45, 223-9. 
 
Neill, J. D., R. F. Meyer & B. S. Seal (1995) Genetic relatedness of the caliciviruses: San Miguel sea 
lion and vesicular exanthema of swine viruses constitute a single genotype within the 
Caliciviridae. J Virol, 69, 4484-8. 
 
Neill, J. D., R. F. Meyer & B. S. Seal (1998) The capsid protein of vesicular exanthema of swine virus 
serotype A48: relationship to the capsid protein of other animal caliciviruses. Virus Res, 54, 
39-50. 
 
Neill, J. D. (2002) The subgenomic RNA of feline calicivirus is packaged into viral particles during 
infection. Virus Res, 87, 89-93. 
 
Ng, K. K., N. Pendas-Franco, J. Rojo, J. A. Boga, A. Machin, J. M. Alonso & F. Parra (2004) Crystal 
structure of norwalk virus polymerase reveals the carboxyl terminus in the active site cleft. J 
Biol Chem, 279, 16638-45. 
LITERATURVERZEICHNIS   142 
Nilsson, M., K. O. Hedlund, M. Thorhagen, G. Larson, K. Johansen, A. Ekspong & L. Svensson (2003) 
Evolution of human calicivirus RNA in vivo: accumulation of mutations in the protruding P2 
domain of the capsid leads to structural changes and possibly a new phenotype. J Virol, 77, 
13117-24. 
 
Noel, J. S., B. L. Liu, C. D. Humphrey, E. M. Rodriguez, P. R. Lambden, I. N. Clarke, D. M. Dwyer, T. 
Ando, R. I. Glass & S. S. Monroe (1997) Parkville virus: a novel genetic variant of human 
calicivirus in the Sapporo virus clade, associated with an outbreak of gastroenteritis in adults. 
J Med Virol, 52, 173-8. 
 
Ntafis, V., E. Xylouri, A. Radogna, C. Buonavoglia & V. Martella (2010) Outbreak of canine norovirus 
infection in young dogs. J Clin Microbiol, 48, 2605-8. 
 
Numata, K., M. E. Hardy, S. Nakata, S. Chiba & M. K. Estes (1997) Molecular characterization of 
morphologically typical human calicivirus Sapporo. Arch Virol, 142, 1537-52. 
 
O'Reilly, E. K. & C. C. Kao (1998) Analysis of RNA-dependent RNA polymerase structure and function 
as guided by known polymerase structures and computer predictions of secondary structure. 
Virology, 252, 287-303. 
 
Okada, M., T. Ogawa, I. Kaiho & K. Shinozaki (2005) Genetic analysis of noroviruses in Chiba 
Prefecture, Japan, between 1999 and 2004. J Clin Microbiol, 43, 4391-401. 
 
Okada, M., T. Tanaka, M. Oseto, N. Takeda & K. Shinozaki (2006) Genetic analysis of noroviruses 
associated with fatalities in healthcare facilities. Arch Virol, 151, 1635-41. 
 
Okada, M., T. Ogawa, H. Yoshizumi, H. Kubonoya & K. Shinozaki (2007) Genetic variation of the 
norovirus GII-4 genotype associated with a large number of outbreaks in Chiba prefecture, 
Japan. Arch Virol, 152, 2249-52. 
 
Oliver, S. L., A. M. Dastjerdi, S. Wong, L. El-Attar, C. Gallimore, D. W. Brown, J. Green & J. C. Bridger 
(2003) Molecular characterization of bovine enteric caliciviruses: a distinct third genogroup of 
noroviruses (Norwalk-like viruses) unlikely to be of risk to humans. J Virol, 77, 2789-98. 
 
Oliver, S. L., E. Asobayire, A. M. Dastjerdi & J. C. Bridger (2006) Genomic characterization of the 
unclassified bovine enteric virus Newbury agent-1 (Newbury1) endorses a new genus in the 
family Caliciviridae. Virology, 350, 240-50. 
 
Ossiboff, R. J., A. Sheh, J. Shotton, P. A. Pesavento & J. S. Parker (2007) Feline caliciviruses (FCVs) 
isolated from cats with virulent systemic disease possess in vitro phenotypes distinct from 
those of other FCV isolates. J Gen Virol, 88, 506-17. 
 
Phan, T. G., K. Kaneshi, Y. Ueda, S. Nakaya, S. Nishimura, A. Yamamoto, K. Sugita, S. Takanashi, S. 
Okitsu & H. Ushijima (2007) Genetic heterogeneity, evolution, and recombination in 
noroviruses. J Med Virol, 79, 1388-400. 
 
Povey, R. C. & C. J. Hale (1974) Experimental infections with feline caliciviruses (picornaviruses) in 
specific-pathogen-free kittens. J Comp Pathol, 84, 245-56. 
 
Prasad, B. V., M. E. Hardy, T. Dokland, J. Bella, M. G. Rossmann & M. K. Estes (1999) X-ray 
crystallographic structure of the Norwalk virus capsid. Science, 286, 287-90. 
 
Radford, A. D., K. P. Coyne, S. Dawson, C. J. Porter & R. M. Gaskell (2007) Feline calicivirus. Vet 
Res, 38, 319-35. 
 
LITERATURVERZEICHNIS   143 
Rasschaert, D., S. Huguet, M. F. Madelaine & J. F. Vautherot (1995) Sequence and genomic 
organization of a rabbit hemorrhagic disease virus isolated from a wild rabbit. Virus Genes, 9, 
121-32. 
 
Reuter, G., K. Krisztalovics, H. Vennema, M. Koopmans & G. Szucs (2005) Evidence of the etiological 
predominance of norovirus in gastroenteritis outbreaks--emerging new-variant and 
recombinant noroviruses in Hungary. J Med Virol, 76, 598-607. 
 
Reuter, G., H. Vennema, M. Koopmans & G. Szucs (2006) Epidemic spread of recombinant 
noroviruses with four capsid types in Hungary. J Clin Virol, 35, 84-8. 
 
Robel, I. (2005) Biochemische Charakterisierung der Norovirus RNA-abhängigen RNA-Polymerase 
(3D
pol
). Bachelorarbeit. Fachhochschule Lausitz. Fachbereich Bio-, Chemie- und Verfahrens-
technik. Studiengang Biotechnologie. 
 
Rockx, B., M. De Wit, H. Vennema, J. Vinje, E. De Bruin, Y. Van Duynhoven & M. Koopmans (2002) 
Natural history of human calicivirus infection: a prospective cohort study. Clin Infect Dis, 35, 
246-53. 
 
Rohayem, J., I. Robel, K. Jäger, U. Scheffler & W. Rudolph (2006) Protein-primed and de novo 
initiation of RNA synthesis by norovirus 3Dpol. J Virol, 80, 7060-9. 
 
Rohayem, J. (2008) The human pathogenic caliciviruses: evolution, diagnosis and replication strategy. 
Habilitation. Technische Universität Dresden. Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus. 
 
Rohayem, J., M. Bergmann, J. Gebhardt, E. Gould, P. Tucker, A. Mattevi, T. Unge, R. Hilgenfeld & J. 
Neyts (2010) Antiviral strategies to control calicivirus infections. Antiviral Res, 87, 162-78. 
 
Rydell, G. E., J. Nilsson, J. Rodriguez-Diaz, N. Ruvoen-Clouet, L. Svensson, J. Le Pendu & G. Larson 
(2009) Human noroviruses recognize sialyl Lewis x neoglycoprotein. Glycobiology, 19, 309-
20. 
 
Sasaki, Y., A. Kai, Y. Hayashi, T. Shinkai, Y. Noguchi, M. Hasegawa, K. Sadamasu, K. Mori, Y. Tabei, 
M. Nagashima, S. Morozumi & T. Yamamoto (2006) Multiple viral infections and genomic 
divergence among noroviruses during an outbreak of acute gastroenteritis. J Clin Microbiol, 
44, 790-7. 
 
Scheffler, U., W. Rudolph, J. Gebhardt & J. Rohayem (2007) Differential cleavage of the norovirus 
polyprotein precursor by two active forms of the viral protease. J Gen Virol, 88, 2013-8. 
 
Scheffler, U. (2008) Untersuchungen zur Replikationsstrategie des humanpathogenen Norovirus. 
Dissertation. Technische Universität Dresden. Fakultät Mathematik und Naturwissenschaften. 
Fachbereich Biologie. 
 
Schmitt, M., N. Scrima, D. Radujkovic, C. Caillet-Saguy, P. C. Simister, P. Friebe, O. Wicht, R. Klein, 
R. Bartenschlager, V. Lohmann & S. Bressanelli (2011) A comprehensive structure-function 
comparison of hepatitis C virus strain JFH1 and J6 polymerases reveals a key residue 
stimulating replication in cell culture across genotypes. J Virol, 85, 2565-81. 
 
Schorn, R., M. Höhne, A. Meerbach, W. Bossart, R. P. Wüthrich, E. Schreier, N. J. Müller & T. Fehr 
(2010) Chronic norovirus infection after kidney transplantation: molecular evidence for 
immune-driven viral evolution. Clin Infect Dis, 51, 307-14. 
 
 
LITERATURVERZEICHNIS   144 
Schreier, E., F. Döring & U. Künkel (2000) Molecular epidemiology of outbreaks of gastroenteritis 
associated with small round structured viruses in Germany in 1997/98. Arch Virol, 145, 443-
53. 
 
Seah, E. L., J. A. Marshall & P. J. Wright (1999) Open reading frame 1 of the Norwalk-like virus 
Camberwell: completion of sequence and expression in mammalian cells. J Virol, 73, 10531-5. 
 
Seah, E. L., J. A. Marshall & P. J. Wright (2003) Trans activity of the norovirus Camberwell proteinase 
and cleavage of the N-terminal protein encoded by ORF1. J Virol, 77, 7150-5. 
 
Siebenga, J. J., H. Vennema, B. Renckens, E. de Bruin, B. van der Veer, R. J. Siezen & M. Koopmans 
(2007) Epochal evolution of GGII.4 norovirus capsid proteins from 1995 to 2006. J Virol, 81, 
9932-41. 
 
Siebenga, J. J., H. Vennema, D. P. Zheng, J. Vinje, B. E. Lee, X. L. Pang, E. C. Ho, W. Lim, A. 
Choudekar, S. Broor, T. Halperin, N. B. Rasool, J. Hewitt, G. E. Greening, M. Jin, Z. J. Duan, 
Y. Lucero, M. O'Ryan, M. Hoehne, E. Schreier, R. M. Ratcliff, P. A. White, N. Iritani, G. Reuter 
& M. Koopmans (2009) Norovirus illness is a global problem: emergence and spread of 
norovirus GII.4 variants, 2001-2007. J Infect Dis, 200, 802-12. 
 
Simmonds, P., I. Karakasiliotis, D. Bailey, Y. Chaudhry, D. J. Evans & I. G. Goodfellow (2008) 
Bioinformatic and functional analysis of RNA secondary structure elements among different 
genera of human and animal caliciviruses. Nucleic Acids Res, 36, 2530-46. 
 
Smiley, J. R., K. O. Chang, J. Hayes, J. Vinje & L. J. Saif (2002) Characterization of an 
enteropathogenic bovine calicivirus representing a potentially new calicivirus genus. J Virol, 
76, 10089-98. 
 
Smith, A. W., D. E. Skilling, N. Cherry, J. H. Mead & D. O. Matson (1998) Calicivirus emergence from 
ocean reservoirs: zoonotic and interspecies movements. Emerg Infect Dis, 4, 13-20. 
 
Someya, Y., N. Takeda & T. Miyamura (2000) Complete nucleotide sequence of the chiba virus 
genome and functional expression of the 3C-like protease in Escherichia coli. Virology, 278, 
490-500. 
 
Sosnovtsev, S. & K. Y. Green (1995) RNA transcripts derived from a cloned full-length copy of the 
feline calicivirus genome do not require VpG for infectivity. Virology, 210, 383-90. 
 
Sosnovtsev, S. V., E. A. Prikhod'ko, G. Belliot, J. I. Cohen & K. Y. Green (2003) Feline calicivirus 
replication induces apoptosis in cultured cells. Virus Res, 94, 1-10. 
 
Sosnovtsev, S. V., G. Belliot, K. O. Chang, O. Onwudiwe & K. Y. Green (2005) Feline calicivirus VP2 
is essential for the production of infectious virions. J Virol, 79, 4012-24. 
 
Stachowski, M. (2010) Untersuchungen zur Spezifität von RNA-abhängigen RNA-Polymerasen im 
Hinblick auf die RNA-Neusynthese auf verschiedenen RNA-Templates. Bachelorarbeit. Fach-
hochschule Zittau/Görlitz. Fakultät Mathematik/Naturwissenschaften. Studiengang Molekulare 
Biotechnologie. 
 
Stuart, A. D. & T. D. Brown (2007) Alpha2,6-linked sialic acid acts as a receptor for Feline calicivirus. J 
Gen Virol, 88, 177-86. 
 
Sugieda, M., H. Nagaoka, Y. Kakishima, T. Ohshita, S. Nakamura & S. Nakajima (1998) Detection of 
Norwalk-like virus genes in the caecum contents of pigs. Arch Virol, 143, 1215-21. 
 
LITERATURVERZEICHNIS   145 
Symes, S. J., I. C. Gunesekere, J. A. Marshall & P. J. Wright (2007) Norovirus mixed infection in an 
oyster-associated outbreak: an opportunity for recombination. Arch Virol, 152, 1075-86. 
 
Tamura, M., K. Natori, M. Kobayashi, T. Miyamura & N. Takeda (2004) Genogroup II noroviruses 
efficiently bind to heparan sulfate proteoglycan associated with the cellular membrane. J Virol, 
78, 3817-26. 
 
Tan, M., P. Huang, J. Meller, W. Zhong, T. Farkas & X. Jiang (2003) Mutations within the P2 domain 
of norovirus capsid affect binding to human histo-blood group antigens: evidence for a binding 
pocket. J Virol, 77, 12562-71. 
 
Tan, M., M. Xia, S. Cao, P. Huang, T. Farkas, J. Meller, R. S. Hegde, X. Li, Z. Rao & X. Jiang (2008) 
Elucidation of strain-specific interaction of a GII-4 norovirus with HBGA receptors by site-
directed mutagenesis study. Virology, 379, 324-34. 
 
Tan, M. & X. Jiang (2005) The p domain of norovirus capsid protein forms a subviral particle that binds 
to histo-blood group antigen receptors. J Virol, 79, 14017-30. 
 
Taube, S., J. W. Perry, K. Yetming, S. P. Patel, H. Auble, L. Shu, H. F. Nawar, C. H. Lee, T. D. 
Connell, J. A. Shayman & C. E. Wobus (2009) Ganglioside-linked terminal sialic acid moieties 
on murine macrophages function as attachment receptors for murine noroviruses. J Virol, 83, 
4092-101. 
 
Taylor, W. R. (1986) The classification of amino acid conservation. J Theor Biol, 119, 205-18. 
 
Thornton, S. A., S. S. Sherman, T. Farkas, W. Zhong, P. Torres & X. Jiang (2005) Gastroenteritis in 
US Marines during Operation Iraqi Freedom. Clin Infect Dis, 40, 519-25. 
 
Tu, E. T., R. A. Bull, M. J. Kim, C. J. McIver, L. Heron, W. D. Rawlinson & P. A. White (2008) 
Norovirus excretion in an aged-care setting. J Clin Microbiol, 46, 2119-21. 
 
van der Poel, W. H., R. van der Heide, F. Verschoor, H. Gelderblom, J. Vinje & M. P. Koopmans 
(2003) Epidemiology of Norwalk-like virus infections in cattle in The Netherlands. Vet 
Microbiol, 92, 297-309. 
 
Vinje, J. & M. P. Koopmans (2000) Simultaneous detection and genotyping of "Norwalk-like viruses" 
by oligonucleotide array in a reverse line blot hybridization format. J Clin Microbiol, 38, 2595-
601. 
 
Wang, Q. H., M. G. Han, S. Cheetham, M. Souza, J. A. Funk & L. J. Saif (2005a) Porcine noroviruses 
related to human noroviruses. Emerg Infect Dis, 11, 1874-81. 
 
Wang, Q. H., M. G. Han, J. A. Funk, G. Bowman, D. A. Janies & L. J. Saif (2005b) Genetic diversity 
and recombination of porcine sapoviruses. J Clin Microbiol, 43, 5963-72. 
 
Ward, V. K., C. J. McCormick, I. N. Clarke, O. Salim, C. E. Wobus, L. B. Thackray, H. W. t. Virgin & P. 
R. Lambden (2007) Recovery of infectious murine norovirus using pol II-driven expression of 
full-length cDNA. Proc Natl Acad Sci U S A, 104, 11050-5. 
 
Waters, A., S. Coughlan & W. W. Hall (2007) Characterisation of a novel recombination event in the 
norovirus polymerase gene. Virology, 363, 11-4. 
 
 
 
LITERATURVERZEICHNIS   146 
Westhoff, T. H., M. Vergoulidou, C. Loddenkemper, S. Schwartz, J. Hofmann, T. Schneider, W. Zidek 
& M. van der Giet (2009) Chronic norovirus infection in renal transplant recipients. Nephrol 
Dial Transplant, 24, 1051-3. 
 
Wise, A. G., S. S. Monroe, L. E. Hanson, D. L. Grooms, D. Sockett & R. K. Maes (2004) Molecular 
characterization of noroviruses detected in diarrheic stools of Michigan and Wisconsin dairy 
calves: circulation of two distinct subgroups. Virus Res, 100, 165-77. 
 
Wolf, S., W. Williamson, J. Hewitt, S. Lin, M. Rivera-Aban, A. Ball, P. Scholes, M. Savill & G. E. 
Greening (2009) Molecular detection of norovirus in sheep and pigs in New Zealand farms. 
Vet Microbiol, 133, 184-9. 
 
Yee, E. L., H. Palacio, R. L. Atmar, U. Shah, C. Kilborn, M. Faul, T. E. Gavagan, R. D. Feigin, J. 
Versalovic, F. H. Neill, A. L. Panlilio, M. Miller, J. Spahr & R. I. Glass (2007) Widespread 
outbreak of norovirus gastroenteritis among evacuees of Hurricane Katrina residing in a large 
"megashelter" in Houston, Texas: lessons learned for prevention. Clin Infect Dis, 44, 1032-9. 
 
Zamyatkin, D. F., F. Parra, J. M. Alonso, D. A. Harki, B. R. Peterson, P. Grochulski & K. K. Ng (2008) 
Structural insights into mechanisms of catalysis and inhibition in Norwalk virus polymerase. J 
Biol Chem, 283, 7705-12. 
 
Zeitler, C. E., M. K. Estes & B. V. Venkataram Prasad (2006) X-ray crystallographic structure of the 
Norwalk virus protease at 1.5-A resolution. J Virol, 80, 5050-8. 
 
Zheng, D. P., T. Ando, R. L. Fankhauser, R. S. Beard, R. I. Glass & S. S. Monroe (2006) Norovirus 
classification and proposed strain nomenclature. Virology, 346, 312-23. 
ANHANG   147 
- ANHANG - 
 
- ANHANGSVERZEICHNIS - 
 
1.     „GenBank"-Zugangsnummern der Calicivirus-Stämme .................................. 148 
2.     Rekombinante Norovirus-Stämme .................................................................. 152 
3.     Alignment der Norovirus-NS6pro-Proteasen .................................................... 154 
4.     Enzymaktivität der Norovirus-NS6pro-Proteasen ............................................. 155 
5.     Alignment der Norovirus-NS7pol-Polymerasen ................................................ 157 
6.     Enzymaktivität der Norovirus-NS7pol-Polymerasen ......................................... 160 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANHANG   148 
1.   „GenBank"-Zugangsnummern der Calicivirus-Stämme 
 
Anhang 1: „GenBank“-Zugangsnummern der Calicivirus-Stämme. 
(schwarz) humane Stämme. (rot) tierische Stämme. 
Stamm GB acc. no. Literatur-Referenz 
Gattung Beco-/Nabovirus 
Bo/BeV/Nebraska/NB/USA/80 AY082891 Smiley et al. (2002) 
Bo/BeV/Newbury/1/GBR/76 AF097917 Dastjerdi et al. (1999) 
Gattung Lagovirus 
hare/LaV/EBHSV/BS89/ITA/89 X98002 unpublished 
hare/LaV/EBHSV/GD/FRA/89 NC_002615 Le Gall et al. (1996) 
rabbit/LaV/RHDV/CD/CHN/04 AY523410 unpublished 
rabbit/LaV/RHDV/SD/FRA/89 Z29514 Rasschaert et al. (1995) 
Gattung Norovirus 
Hu/NoV/GI.1/Norwalk/USA/68 M87661 Jiang et al. (1993) 
Hu/NoV/GI.1/Westchester/USA/01 AY502016 Zheng et al. (2006) 
Hu/NoV/GI.2/Southampton/GBR/91 L07418 Lambden et al. (1993) 
Hu/NoV/GI.2/Whiterose/GBR/96 AJ277610 Green J. et al. (2000) 
Hu/NoV/GI.3/Desert Shield/395/SAU/90 U04469 Lew et al. (1994a) 
Hu/NoV/GI.3/Little Rock/316/USA/94 AF414405 Ando et al. (1997) 
Hu/NoV/GI.3/VA98115/USA/98 AY038598 Jiang et al. (2002) 
Hu/NoV/GI.4/Chiba/407/JPN/87 AB042808 Someya et al. (2000) 
Hu/NoV/GI.4/Koblenz/433/DEU/00 AF394960 unpublished 
Hu/NoV/GI.5/Appalachicola Bay/318/USA/95 AF414406 Ando et al. (1997) 
Hu/NoV/GI.5/Musgrove/GBR/89 AJ277614 Green J. et al. (2000) 
Hu/NoV/GI.6/Hesse/BS5/DEU/97 AF093797 Schreier et al. (2000) 
Hu/NoV/GI.6/Wisconsin/USA/01 AY502008 Zheng et al. (2006) 
Hu/NoV/GI.7/IF2036/IRQ/03 AY675555 unpublished 
Hu/NoV/GI.7/Winchester/GBR/94 AJ277609 Green J. et al. (2000) 
Hu/NoV/GI.8/2008890321/USA/08 GU299761 unpublished 
Hu/NoV/GI.8/Boxer/USA/01 AF538679 unpublished 
Hu/NoV/GI.b/WUG1/JPN/02 AB081723 Katayama et al. (2002) 
Hu/NoV/GII.1/Hawaii/USA/71 U07611 Lew et al. (1994b) 
Hu/NoV/GII.1/Miami/81/USA/86 AF414416 Ando et al. (1995b) 
Hu/NoV/GII.2/Melksham/GBR/89 X81879 Green S.M. et al. (1995) 
Hu/NoV/GII.2/Snow Mountain/1/GII.2/USA/76 AY134748 Lochridge & Hardy (2003) 
Hu/NoV/GII.3/Mexico/1/MEX/89 U22498 Jiang et al. (1995) 
Hu/NoV/GII.3/Saitama/U18/JPN/00 AB039781 Katayama et al. (2002) 
Hu/NoV/GII.3/Toronto/24/CAN/91 U02030 Lew et al. (1994c) 
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Stamm GB acc. no. Literatur-Referenz 
Hu/NoV/GII.4-<1995/Bristol/GBR/93 X76716 Green S.M. et al. (1994) 
Hu/NoV/GII.4-<1995/Lordsdale/GBR/93 X86557 Liu B.L. et al. (1995) 
Hu/NoV/GII.4-1995/Burwash Landing/331/USA/95 AF414425 Ando et al. (1997) 
Hu/NoV/GII.4-1995/Grimsby/GBR/95 AJ004864 unpublished 
Hu/NoV/GII.4-2001-Japan/Emmen/E006/NLD/02 AB303929 Siebenga et al. (2007) 
Hu/NoV/GII.4-2001-Japan/Kaiso/030556/JPN/03 AB294779 Okada et al. (2007) 
Hu/NoV/GII.4-2002/Farmington Hills/USA/02 AY502023 Zheng et al. (2006) 
Hu/NoV/GII.4-2002/Langen/1061/DEU/02 AY485642 unpublished 
Hu/NoV/GII.4-2002-USA/Henry/USA/00 FJ411170 unpublished 
Hu/NoV/GII.4-2002-USA/Houston/TCH186/USA/02 EU310927 Larsson et al. (2006) 
Hu/NoV/GII.4-2003-Asien/Guangzhou/NVgz01/CHN/06 DQ369797 unpublished 
Hu/NoV/GII.4-2003-Asien/Sakai/04-179/JPN/05 AB220922 Okada et al. (2006) 
Hu/NoV/GII.4-2004/0317/NLD/04 AY883096 unpublished 
Hu/NoV/GII.4-2004/Hunter/504D/04O/AUS/04 DQ078814 Bull et al. (2006) 
Hu/NoV/GII.4-2006a/Laurens/CL-CS/USA/06 EU078419 unpublished 
Hu/NoV/GII.4-2006a/Yerseke/38/NLD/06 EF126963 Siebenga et al. (2007) 
Hu/NoV/GII.4-2006b/Den Haag/89/NLD/06 EF126965 Siebenga et al. (2007) 
Hu/NoV/GII.4-2006b/Minerva/OSD-CS/USA/06 EU078417 unpublished 
Hu/NoV/GII.4-2007/Cairo/4/EGY/06 EU876884 Kamel et al. (2009) 
Hu/NoV/GII.4-2007/Osaka/OC07138/JPN/07 AB434770 unpublished 
Hu/NoV/GII.4-2008/Apeldoorn/317/NLD/07 AB445395 unpublished 
Hu/NoV/GII.4-2008/Osaka/OC08086/JPN/08 AB491291 unpublished 
Hu/NoV/GII.5/Hillingdon/GBR/90 AJ277607 Green J. et al. (2000) 
Hu/NoV/GII.5/White River/290/USA/94 AF414423 Ando et al. (1997) 
Hu/NoV/GII.6/Florida/269/USA/93 AF414407 Ando et al. (1995a) 
Hu/NoV/GII.6/Seacroft/GBR/90 AJ277620 Green J. et al. (2000) 
Hu/NoV/GII.6/Saitama/U16/JPN/00 AB039778 Katayama et al. (2002) 
Hu/NoV/GII.7/Gwynedd/273/USA/94 AF414409 Ando et al. (1997) 
Hu/NoV/GII.7/Leeds/GBR/90 AJ277608 Green J. et al. (2000) 
Hu/NoV/GII.8/Amsterdam/98-18/NLD/98 AF195848 Vinje & Koopmans (2000) 
Hu/NoV/GII.8/Saitama/U25/JPN/00 AB039780 Katayama et al. (2002) 
Hu/NoV/GII.9/Idaho Falls/378/USA/96 AY054299 Fankhauser et al. (1998) 
Hu/NoV/GII.9/VA97207/USA/97 AY038599 Jiang et al. (2002) 
Hu/NoV/GII.10/Erfurt/546/DEU/00 AF427118 unpublished 
Hu/NoV/GII.10/Vietnam/026/VNM/02 AF504671 Hansman et al. (2004a) 
Po/NoV/GII.11/F12-8/CAN/05 EU448332 L’Homme et al. (2009a) 
Po/NoV/GII.11/Sw918/JPN/97 AB074893 Sugieda et al. (1998) 
Hu/NoV/GII.12/Pirna/110/DEU/00 AF427119 unpublished 
Hu/NoV/GII.12/Wortley/GBR/90 AJ277618 Green J. et al. (2000) 
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Stamm GB acc. no. Literatur-Referenz 
Hu/NoV/GII.13/Fayetteville/USA/98 AY113106 unpublished 
Hu/NoV/GII.13/Kashiwa47/JPN/00 AB078334 unpublished 
Hu/NoV/GII.14/Chapell Hill/M7/USA/99 AY130761 unpublished 
Hu/NoV/GII.14/Shanxi/50106/CHN/06 EF670650 Jin et al. (2008) 
Hu/NoV/GII.15/Chapell Hill/J23/USA/99 AY130762 unpublished 
Hu/NoV/GII.15/Mexico/7076/MEX/99 AF542090 unpublished 
Hu/NoV/GII.16/Neustrelitz/260/DEU/00 AY772730 unpublished 
Hu/NoV/GII.16/Tiffin/USA/99 AY502010 Zheng et al. (2006) 
Hu/NoV/GII.17/CS-E1/USA/02 AY502009 Zheng et al. (2006) 
Hu/NoV/GII.17/Katrina/17/USA/05 DQ438972 Yee et al. (2007) 
Po/NoV/GII.18/F15-10nv/CAN/08 EU448333 L‘Homme et al. (2009a) 
Po/NoV/GII.18/OH-QW101/USA/03 AY823304 Wang et al. (2005a) 
Po/NoV/GII.19/OH-QW170/USA/03 AY823306 Wang et al. (2005a) 
Po/NoV/GII.19/OH-QW218/USA/03 AY823307 Wang et al. (2005a) 
Hu/NoV/GII.20/CHN42973/CZ05/CHN/05 EU072235 unpublished 
Hu/NoV/GII.20/Leverkusen/267/DEU/05 EU424333 unpublished 
Hu/NoV/GII.21/Ahm/PC03/IND/06 EU019230 Chhabra & Chitambar (2008) 
Hu/NoV/GII.21/IF1998/IRQ/03 AY675554 unpublished 
Hu/NoV/GII.22/Minato/N1/6/JPN/99 AB233471 Sasaki et al. (2006) 
Hu/NoV/GII.22/YURI/JPN/02 AB083780 unpublished 
Hu/NoV/GII.b/Sydney/C14/AUS/02 AY845056 Bull et al. (2005) 
Bo/NoV/GIII.1/B-1SVD/USA/03 AY274819 Wise et al. (2004) 
Bo/NoV/GIII.1/Jena/117/DEU/80 AJ011099 Liu B.L. et al. (1999) 
Bo/NoV/GIII.2/CH126/NLD/98 AF320625 van der Poel et al. (2003) 
Bo/NoV/GIII.2/Newbury/2/GBR/76 AF097917 Dastjerdi et al. (1999) 
sheep/NoV/GIII.?/Norsewood/30/NZL/07 EU193658 Wolf et al. (2009) 
Hu/NoV/GIV.1/Alphatron/98-2/NLD/98 AF195847 Vinjé & Koopmans (2000) 
Hu/NoV/GIV.1/Fort Lauderdale/560/USA/98 AF414426 Fankhauser et al. (2002) 
lion/NoV/GIV.2/Pistoia/387/ITA/06 EF450827 Martella et al. (2007) 
Ca/NoV/GIV.2/Thessaloniki/30/GRC/08 GU354246 Ntafis et al. (2010) 
Mu/NoV/GV.1/MNV1/USA/02 AY228235 Karst et al. (2003) 
Mu/NoV/GV.1/MNV2/USA/05 DQ223041 Hsu et al. (2006) 
Hu/NoV/G?/Chiba/040502/JPN/04 AJ844470 Okada et al. (2005) 
Ca/NoV/G?/Bari/91/ITA/07 FJ875027 Martella et al. (2008) 
Ca/NoV/G?/Viseu/C33/PRT/07 GQ443611 unpublished 
Gattung Recovirus 
monkey/ReV/Tulane/USA/06 EU391643 Farkas et al. (2008) 
Gattung Sapovirus 
Hu/SaV/GI.1/Sapporo/JPN/82 U65427 Numata et al. (1997) 
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Stamm GB acc. no. Literatur-Referenz 
Hu/SaV/GI.2/Parkville/USA/94 U73124 Noel et al. (1997) 
Po/SaV/GIII.1/Cowden/USA/80 AF182760 Guo et al. (1999) 
mink/SaV/G?/151A/CAN/02 AY144337 unpublished 
Gattung Valovirus 
Po/VaV/AB90/CAN/06 FJ355928 L’Homme et al. (2009b) 
Po/VaV/AB104/CAN/06 FJ355930 L’Homme et al. (2009b) 
Gattung Vesivirus 
Fe/VeV/FCV/Ari/USA/98 DQ910794 Ossiboff et al. (2007) 
Fe/VeV/FCV/Urbana/USA/60 L40021 Sosnovtsev & Green (1995) 
Po/VeV/VESV/A48/USA/48 U76874 Neill et al. (1998) 
reptile/VeV/RCV/780002/USA/78 AY772542 unpublished 
sea lion/VeV/SMSV/1/USA/72 U15301 Neill et al. (1995) 
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2.   Rekombinante Norovirus-Stämme 
 
Anhang 2: Rekombinante Norovirus-Stämme. 
Überprüfung der Rekombination mit „NoV Genotyping Tool“. (schwarz) humane Stämme. (rot) tierische Stämme. 
Genotyp Stamm GB acc. no. Literatur-Referenz 
ORF1 ORF2    
GI.8 GII.4 Hu/NoV/Kolkata/L8775/IND/06 AB290150 Nayak et al. (2008) 
GI.a GI.3 Hu/NoV/Desert Shield/395/SAU/90 U04469 Lew et al. (1994a) 
GI.b GI.6 Hu/NoV/CS-841/USA/01 AY502007 Zheng et al. (2006) 
  Hu/NoV/Hiroshima/48-938/JPN/04 AB354289 Fukuda et al. (2008) 
  Hu/NoV/WUG1/JPN/02 AB081723 Katayama et al. (2002) 
GI.c GI.5 Hu/NoV/SzUG1/JPN/00 AB039774 Katayama et al. (2002) 
GI.d GI.3 Hu/NoV/Kolkata/V1707/IND/07 AB447414 Nayak et al. (2009) 
  Hu/NoV/Vesoul/576/FRA/03 EF529738 unpublished 
GI.e GI.3 Hu/NoV/Chatellerault/709/FRA/04 EF529737 unpublished 
GI.f GI.3 Hu/NoV/Otofuke/JPN/79 AB187514 unpublished 
GII.4 GII.3 Hu/NoV/Seoul/0543/KOR/07 FJ913982 Chung et al. (2010) 
 GII.20 Hu/NoV/Kolkata/V1656/IND/06 AB453774 Nayak et al. (2009) 
GII.7 GII.6 Hu/NoV/Florida/269/USA/93 AF414407 Ando et al. (1995a) 
  Hu/NoV/Saitama/U3/JPN/00 AB039776 Katayama et al. (2002) 
 GII.9 Hu/NoV/Goulb. Valley/G5175/C/AUS/83 DQ379715 Symes et al. (2007) 
  Hu/NoV/VA97207/USA/97 AY038599 Jiang et al. (2002) 
 GII.14 Hu/NoV/8533/Maizuru/JPN/08 GU017903 unpublished 
  Hu/NoV/Shanxi/50106/CHN/06 EF670650 Jin et al. (2008) 
 GII.16 Hu/NoV/Minato/N1/14/JPN/99 AB233474 Sasaki et al. (2006) 
GII.12 GII.2 Hu/NoV/Hiroshima/60-1015/JPN/05 AB354299 Fukuda et al. (2008) 
 GII.3 Hu/NoV/5017.34/JPN/03 EU187437 unpublished 
  Hu/NoV/Hebei/48580/CHN/06 EF670649 Jin et al. (2008) 
 GII.4 Hu/NoV/Chiba/04-1050/JPN/05 AB220921 Okada et al. (2006) 
  Hu/NoV/Sakai/04-179/JPN/05 AB220922 Okada et al. (2006) 
 GII.5 Hu/NoV/Hokkaido/74/JPN/01 AB231339 unpublished 
 GII.10 Hu/NoV/Mc37/THA/03 AY237415 Hansman et al. (2004b) 
  Hu/NoV/Vietnam/026/VNM/02 AF504671 Hansman et al. (2004a) 
 GII.13 Hu/NoV/Hiroshima/32-754/JPN/03 AB354294 Fukuda et al. (2008) 
  Hu/NoV/Pont de Roide/671/FRA/04 AY682548 unpublished 
GII.16 GII.17 Hu/NoV/CS-E1/USA/02 AY502009 Zheng et al. (2006) 
GII.17 GII.13 Hu/NoV/Kolkata/V1668/IND/06 AB447409 Nayak et al. (2009) 
  Hu/NoV/Pune/PC25/IND/06 EU921354 Chhabra et al. (2009) 
GII.19 GII.11 Po/NoV/Sw43/JPN/03 AB126320 unpublished 
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Genotyp Stamm GB acc. no. Literatur-Referenz 
ORF1 ORF2    
GII.a GII.3 Hu/NoV/Arg320/ARG/95 AF190817 Jiang et al. (1999) 
  Hu/NoV/Sydney/2212/AUS/98 AY588132 Bull et al. (2005) 
GII.b GII.1 Hu/NoV/Hajmasker/487/HUN/01 AY672563 Reuter et al. (2005) 
  Hu/NoV/Picton/AUS/03 AY919139 Bull et al. (2005) 
 GII.2 Hu/NoV/Pont de Roide/673/FRA/04 AY682549 Ambert-Balay et al. (2005) 
  Hu/NoV/Szolnok/1904/HUN/01 AY672566 Reuter et al. (2005) 
 GII.3 Hu/NoV/Oberhausen/455/DEU/01 AF539440 unpublished 
  Hu/NoV/Paris Island/USA/03 AY652979 unpublished 
  Hu/NoV/Sydney/C14/AUS/02 AY845056 Bull et al. (2005) 
 GII.7 Hu/NoV/Kolkata/V1628/IND/06 AB453773 Nayak et al. (2009) 
 GII.13 Hu/NoV/04150102/AUS/04 FJ972707, Bruggink & Marshall  
   FJ986385 (2009) 
 GII.21  Hu/NoV/Ahm/PC03/IND/06 EU019230 Chhabra et al. (2009) 
  Hu/NoV/Seoul/0093/KOR/08 FJ595913 Chung et al. (2010) 
GII.c GII.2 Hu/NoV/Snow Mountain/1/USA/76 AY134748 Lochridge & Hardy (2003) 
GII.d GII.2 Hu/NoV/Osaka/NI/JPN/04 DQ366347 unpublished 
 GII.3 Hu/NoV/Hokkaido/34B/JPN/00 AB231337 unpublished 
  Hu/NoV/Saitama/T66e/JPN/02 AB112321 Kageyama et al. (2004) 
 GII.5 Hu/NoV/Hokkaido/133/JPN/03 AB212306 unpublished 
GII.e GII.4 Hu/NoV/Osaka/OC07138/JPN/07 AB434770 unpublished 
  Hu/NoV/Pune/PC51/IND/07 EU921388 Chhabra et al. (2009) 
GII.f GII.5 Hu/NoV/S63/FRA/99 AY682550 Ambert-Balay et al. (2005) 
GII.g GII.1 Stamm nicht in „GenBank“ verfügbar, Vennema (oral communication) 
 GII.12 Hu/NoV/Velence/HUN4417/HUN/10 HQ115742 unpublished 
 GII.13 Hu/NoV/Goulb. Valley/G5175/B/AUS/83 DQ379714 Symes et al. (2007) 
GII.h GII.2 Hu/NoV/Osaka/OC97007/JPN/97 AB089882 Iritani et al. (2000) 
GII.j GII.2 Hu/NoV/Crete/E3/FRA/97 AY682552 Ambert-Balay et al. (2005) 
 GII.4 Hu/NoV/Saitama/T82bGII/JPN/02 AB112295 Kageyama et al. (2004) 
GII.k GII.14 Hu/NoV/Toyama/SW0703-6/JPN/07 AB504700 Nakamura et al. (2009) 
GII.m GII.12 Hu/NoV/Pune/PC24/IND/06 EU921353 Chhabra et al. (2009) 
GII.? GII.3 Hu/NoV/Goulb. Valley/G5175/A/AUS/83 DQ379713 Symes et al. (2007) 
GII.? GII.4 Hu/NoV/771/IRL/05 EF219487 Waters et al. (2007) 
GII.? GII.12 Hu/NoV/Kolkata/V1737/IND/07 AB447418 Nayak et al. (2009) 
GIII.1 GIII.2 Bo/NoV/B-1SVD/USA/03 AY274819 Wise et al. (2004) 
GIII.2 GIII.1 Bo/NoV/Thirsk/10/GBR/00 AY126468 Oliver et al. (2003) 
GIV.2 G? Ca/NoV/Bari/91/ITA/07 FJ875027 Martella et al. (2008) 
GIV.? G? Ca/NoV/Viseu/C33/PRT/07 GQ443611 Mesquita et al. (2010) 
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3.   Alignment der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
 
Anhang 3: Alignment der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen (auf Aminosäureebene). 
Alignment mit „ClustalX”. (rot) catalytic triad. (gelb) oxyanion hole. (dunkelblau) S1 pocket. (hellblau) S2 pocket. 
(rosa) substrate binding tunnel. (grün) stabilisierende Aminosäuren. (orange) Dimerisierungsdomäne. (grau) 
Mutationen der NS6
pro
-Proteasen des Genotyps II.4 im Vergleich mit der NS6
pro
 des Subgenotyps II.4-1995. 
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4.   Enzymaktivität der Norovirus-NS6pro-Proteasen 
 
Anhang 4: Zeitabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen im NS6
pro
-FRET-Assay. 
Enzymkonzentration: 1 µM NS6
pro
. Substratkonzentration: 8,46 µM Peptid „Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“. 
Reaktionszeit: 5, 15, 30, 60 bzw. 120 min. 4-fach-Bestimmung der Messwerte. Berechnung des SEM. 
Substratumsetzung (SEM) [%] 
(Sub-) Genotyp / Reaktionszeit [min] 
Stamm 5
 
15 30 60 120 
GI.2 26,06 (2,56) 46,13 (4,51) 68,39 (3,44) 87,22 (3,26) 93,92 (3,22) 
GI.b / GI.6 21,27 (1,01) 38,74 (1,21) 61,54 (1,83) 83,72 (2,01) 95,03 (0,87) 
GII.3 24,58 (1,54) 43,35 (2,70) 64,59 (2,29) 86,21 (2,61) 94,93 (3,72) 
GII.4-1995   3,36 (0,55)   6,79 (0,77) 13,90 (1,01) 27,05 (1,25) 48,53 (1,64) 
GII.4-2002 29,74 (2,90) 50,82 (3,91) 71,54 (3,75) 87,68 (2,96) 95,33 (3,17) 
GII.4-2004 18,98 (0,44) 36,86 (0,79) 61,47 (1,07) 84,19 (1,49) 95,97 (1,96) 
GII.4-2006a   4,99 (0,24)   8,91 (0,57) 16,14 (0,47) 29,80 (0,53) 50,34 (0,46) 
GII.4-2006b 12,67 (0,60) 25,44 (1,35) 46,71 (1,46) 68,29 (2,42) 88,63 (2,38) 
GII.4-Kreischa 28,41 (1,10) 48,33 (1,40) 71,84 (1,86) 87,89 (1,40) 95,19 (1,46) 
GII.b   7,64 (0,55) 18,08 (0,83) 33,87 (1,36) 56,14 (1,69) 77,35 (1,59) 
GII.4-1995-mut  -1,33 (1,02)  -1,85 (0,98)  -1,84 (1,00)  -1,05 (1,11)   1,38 (1,41) 
 
Anhang 5: Konzentrationsabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS6
pro
-Proteasen im NS6
pro
-FRET-
Assay. Enzymkonzentration: 1 µM NS6
pro
. Substratkonzentration: 2,11, 4,23, 8,46, 16,92, 25,38 bzw.     
42,29 µM Peptid „Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“. Reaktionszeit: 10 min. 4-fach-Bestimmung der Messwerte. 
Berechnung des SEM. 
Produktkonzentration (SEM) [µM] 
(Sub-) Genotyp / Substratkonzentration [µM] 
Stamm 2,11
 
4,23 8,46 16,92 25,38 42,29 
GI.2 0,72 (0,12) 1,96 (0,26) 4,16 (0,56) 7,89 (0,62) 10,87 (0,64) 14,40 (0,42) 
GI.b / GI.6 0,73 (0,12) 1,75 (0,23) 3,67 (0,43) 6,65 (0,46) 8,77 (0,65) 11,90 (0,50) 
GII.3 1,47 (0,28) 3,25 (0,50) 6,54 (0,87) 11,72 (0,98) 15,00 (0,68) 18,63 (0,38) 
GII.4-1995 0,18 (0,06) 0,74 (0,11) 1,67 (0,16) 3,31 (0,25) 4,62 (0,37) 6,75 (0,67) 
GII.4-2002 1,04 (0,22) 2,12 (0,31) 4,25 (0,53) 7,48 (0,36) 9,10 (0,22) 11,11 (0,81) 
GII.4-2004 0,79 (0,10) 1,63 (0,16) 3,28 (0,22) 5,85 (0,23) 7,83 (0,33) 9,92 (0,85) 
GII.4-2006a 0,43 (0,06) 1,11 (0,18) 2,01 (0,14) 3,66 (0,23) 5,06 (0,37) 7,18 (0,60) 
GII.4-2006b 0,65 (0,05) 1,39 (0,13) 2,55 (0,17) 4,79 (0,31) 6,53 (0,07) 8,85 (0,79) 
GII.4-Kreischa 1,09 (0,03) 2,34 (0,22) 4,49 (0,44) 8,63 (0,44) 11,07 (0,45) 13,56 (0,74) 
GII.b 0,64 (0,11) 1,18 (0,09) 2,42 (0,15) 4,44 (0,09) 5,98 (0,19) 8,12 (0,57) 
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Anhang 6: Standardkurve des vollständigen Umsatzes des Peptids „Nor-GII.4-1995-NS3/4-FRET“. Enzym-
konzentration: 5 µM GII.4-Kreischa-NS6
pro
. Substratmenge: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 bzw. 10 µg Peptid „Nor-
GII.4-1995-NS3/4-FRET“. Reaktionszeit: 120 min. 
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5.   Alignment der Norovirus-NS7pol-Polymerasen 
 
Anhang 7: Alignment der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen (auf Aminosäureebene). 
Alignment mit „ClustalX”. (grün) Motiv A (Asp242, Tyr243 & Asp247). (rosa) Motiv B (Ser300 & Asn309). (rot) 
Motiv C (Asp343 & Asp344). (gelb) Motiv F (Arg182). (blau) C-terminale Aminosäuren. (orange) Dimerisierungs-
domäne. (grau) Mutationen im Vergleich mit der NS7
pol
 des Subgenotyps II.4-1995. 
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6.   Enzymaktivität der Norovirus-NS7pol-Polymerasen 
 
Anhang 8: Zeitabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen im NS7
pol
-Fluoreszenz-Assay. 
Enzymkonzentration: 3 µM NS7
pol
. Substratkonzentration: 5,04 µM „ssR-083-Nor-GII“. Reaktionszeit: 5, 15, 
30, 60 bzw. 120 min. 4-fach-Bestimmung der Messwerte. Berechnung des SEM. 
Substratumsetzung (SEM) [%] 
(Sub-) Genotyp / Reaktionszeit [min] 
Stamm 5
 
15 30 60 120 
GI.2   7,59 (0,22) 10,53 (0,53) 14,31 (0,26) 20,82 (0,91) 24,67 (1,32) 
GI.b / GI.6  -0,05 (0,25)   0,26 (0,53)   0,95 (0,08)   1,79 (0,23)   1,86 (0,43) 
GII.3 15,63 (0,72) 21,52 (2,06) 27,62 (3,50) 33,13 (1,12) 38,95 (1,39) 
GII.4-1995 14,40 (2,14) 24,26 (1,76) 31,42 (2,83) 38,38 (2,56) 45,12 (0,82) 
GII.4-2002 10,44 (0,71) 18,34 (0,14) 22,95 (1,21) 28,95 (0,74) 32,01 (1,09) 
GII.4-2004 11,23 (1,29) 17,31 (0,31) 22,62 (0,91) 27,67 (1,05) 29,84 (1,24) 
GII.4-2006a 11,73 (1,12) 18,39 (0,99) 22,78 (0,87) 28,73 (1,89) 31,46 (1,71) 
GII.4-2006b 13,98 (0,75) 19,59 (0,28) 24,62 (1,55) 30,38 (1,17) 35,09 (1,29) 
GII.4-Kreischa 11,36 (1,04) 17,40 (1,04) 23,11 (1,19) 28,40 (1,17) 32,12 (0,84) 
GII.b   9,99 (2,31) 15,52 (1,55) 21,09 (1,79) 27,06 (2,65) 30,95 (2,54) 
GII.4-1995-mut  -2,64 (0,02)  -3,43 (0,21)  -3,95 (0,11)  -6,75 (0,10)  -8,36 (0,29)  
 
Anhang 9: Konzentrationsabhängige Enzymaktivität der Norovirus-NS7
pol
-Polymerasen im NS7
pol
-
Fluoreszenz-Assay. Enzymkonzentration: 3 µM NS7
pol
. Substratkonzentration: 0,63, 1,26, 2,52, 5,04 bzw. 
10,08 µM „ssR-083-Nor-GII“. Reaktionszeit: 10 min. 4-fach-Bestimmung der Messwerte. Berechnung des SEM. 
Produktkonzentration (SEM) [µM] 
(Sub-) Genotyp / Substratkonzentration [µM] 
Stamm 0,63 1,26 2,52 5,04 10,08 
GI.2 0,033 (0,002) 0,116 (0,002) 0,265 (0,012) 0,473 (0,016) 0,841 (0,044) 
GI.b / GI.6 - - - - - 
GII.3 0,074 (0,008) 0,249 (0,011) 0,573 (0,032) 1,257 (0,036) 1,668 (0,034) 
GII.4-1995 0,113 (0,009) 0,297 (0,041) 0,506 (0,025) 0,764 (0,050) 1,147 (0,026) 
GII.4-2002 0,002 (0,005) 0,141 (0,009) 0,350 (0,013) 0,702 (0,014) 1,238 (0,018) 
GII.4-2004 0,031 (0,002) 0,188 (0,004) 0,426 (0,023) 0,616 (0,071) 0,968 (0,020) 
GII.4-2006a 0,009 (0,005) 0,133 (0,013) 0,325 (0,023) 0,605 (0,030) 0,971 (0,056) 
GII.4-2006b 0,010 (0,011) 0,148 (0,006) 0,428 (0,043) 0,751 (0,023) 1,129 (0,031) 
GII.4-Kreischa 0,081 (0,032) 0,256 (0,016) 0,421 (0,018) 0,634 (0,043) 0,989 (0,003) 
GII.b 0,040 (0,003) 0,153 (0,011) 0,327 (0,021) 0,545 (0,017) 0,908 (0,041) 
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Anhang 10: Standardkurve der „dsR-035-FCV“. 
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